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Resumen
Esta Tesis establece su desarrollo en el a´rea interdisciplinar de la biolog´ıa sinte´tica y,
ma´s concretamente, la computacio´n con bacterias. La unio´n entre la biolog´ıa y las ciencias
de la computacio´n tiene su ra´ız a mediados del siglo XX, siendo la biolog´ıa una impor-
tante fuente de inspiracio´n para desarrollar diferentes paradigmas de co´mputo en analog´ıa
directa a los seres vivos. Sin embargo, no ha sido hasta finales del mismo siglo y principios
del XXI cuando el flujo de inspiracio´n cambio´ de rumbo y se empezaron a construir dispo-
sitivos moleculares que actuaran como rudimentarios computadores desempen˜ando tareas
de ca´lculo lo´gico definidas. La suma de otra disciplina, la ingenier´ıa, ayuda a abordar el
disen˜o de estos biosistemas como una tarea formalizada de configuracio´n de componentes.
Al observar y entender una bacteria como un sistema cuya maquinaria esta´ formada por
un conjunto de piezas funcionales diferentes, surge el objetivo de alterar los mecanismos
naturales de las bacterias con el fin de construir sistemas vivos con funcionalidades no
naturales. Los algoritmos aqu´ı especificados esta´n disen˜ados para llevarse a cabo en comu-
nidades de bacterias formadas por ma´s de una cepa, para lo cual la presente Tesis propone
arquitecturas de comunicaciones diversas que ayuden a la sincronizacio´n necesaria entre
bacterias distintas, basa´ndose para ello en las capacidades y mecanismos de comunicacio´n
que las bacterias muestran en estado natural, como son la conjugacio´n bacteriana y el quo-
rum sensing. Esta Tesis propone la modificacio´n y manipulacio´n de estos mecanismos para
conseguir computaciones con rudimentarios sistemas de toma de decisiones y que, en un
futuro, puedan servir al desarrollo de aplicaciones en campos cient´ıficos tan diversos como
la medicina o la ecolog´ıa. Entre los ejemplos de co´mputo a los que se someten las nuevas
arquitecturas disen˜adas caben destacar problemas complejos (TSP, SAT) y un oscilador
poblacional en el que una comunidad heteroge´nea de bacterias muestra oscilacio´n u´nica.
Es importante enfatizar que uno de los principales objetivos de la Tesis es la validacio´n,
tanto biolo´gica (conocimiento experto) como computacional (simulacio´n) de los modelos
disen˜ados. Ya que la Tesis tiene cara´cter eminentemente teo´rico, se lleva a cabo un fuer-
te proceso de validacio´n que asegure en un porcentaje muy alto el e´xito de la -futura-
experimentacio´n en laboratorio con estos disen˜os.
Abstract
The developments laid down in the present Thesis belong to an interdisciplinary
research area called synthetic biology and, more specifically, bacterial computing. The link
between biology and computer science have its roots in the middle of the 20th century when
biology was an important source of inspiration in order to develop different computational
paradigms in a straight analogy with living beings. However, it was at the end of the
same century and the beginning of the 21st when the inspirational flows reversed and new
molecular devices were design to behave like rudimentary computers able to perform basic
logic calculations. The latest join of engineering sciences help researchers to deal with
the design of biosystems from a formalised configuration of components point of view.
Representing a bacterium in a schematic form like a microbial-scale machine whose system
is composed of a group of different functional building blocks aims at modifying the natural
mechanisms of a cell in order to achieve new living devices with non-natural functions. The
algorithms specified here have been designed to be carried out using multi-strain bacterial
communities where the coordination of the strain’s actions conclude in the final behaviour.
To achieve that goal, this Thesis proposes diverse communication architectures whose
objective is to help the required synchronization between different functional bacteria
based on the capabilities and natural mechanisms of communication that bacteria show in
nature: bacterial conjugation and quorum sensing. The different proposals are based on the
modification of those metabolic routes in order to obtain computations with elementary
decision making processes which could be applied in the future in disparate disciplines like
medicine or ecology. Among the computational problems tackled in the thesis and solved
using the newly designed architectures there are hard combinatorial problems (TSP, SAT)
and a population-based oscillator whose behaviour leads a multi-strain community to show
a single oscillation signal. It is important to highlight the validation control of the models
as one of the biggest objectives of the Thesis. Due to the essentially theoretical aspect of the
Thesis, a strong biological validation (expert knowledge) as well as a strict computational
validation (simulation) are carried out in order to assure a high probability of success in
the -future- wet lab implementations of the proposed models.
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Parte I
Introduccio´n
viii
Cap´ıtulo 1
Document structure
First part: introduction
• Chapter 1: explicative index of the contents of the document.
• Cap´ıtulo 2: brief description of the relationship between biology and computer
sciences. Union whose latest expression is synthetic biology and its subfield
bacterial computing.
Second part: algorithmic molecular computing
• Chapter 3: detailed examination of some relevant in-vitro DNA computations
an methods from its origins. It is emphasised in this chapter those aspects
that represent a halfway point in the evolution from in-vitro to in-vivo compu-
tations. Moreover, an information encoding using DNA sequences suitable for
algorithm optimization is proposed here.
• Chapter 4: analysis of the essential facts or principles which may be used as
the starting point for bacterial computing modeling. The chapter pretends to
offer a clear idea of the main tools available to alter or modify the natural
metabolic routes in-vivo.
• Chapter 5: specific review of some recently build bacterial computers able
to solve easy instances of hard combinatorial problems based on the Hin/hix
protein complex found in at first in Salmonella bacteria. It is proposed in this
1. Document structure 2
chapter a bacterial community designed to solve TSP using the same protein
mechanism but displaying analogue reading in output responses instead of
strict digital signals.
Third part: communication architectures
• Chapter 6: description of traditional parallel computer paradigms and compa-
rison between conventional computers and bacteria. The results of that com-
parison and the analogies found will help to formalize the concepts used in
next chapters.
• Chapter 7: analysis of bacterial social communication and its mechanisms.
Both protocols, bacterial conjugation and quorum sensing, are detailed in this
chapter in order to provide the reader with the necessary knowledge to tackle
the following developments and designs.
• Chapter 8: brief summary of those recent works in bacterial computing aim at
changing the communication mechanisms in order to suit specific objectives.
This chapter describes the basics of their methodology and emphasises those
parts susceptible of optimization.
• Chapter 9: proposition of a computational paradigm based on a multi-strain
bacterial community able to solve an instance of the SAT problem autono-
mously. Bacterial conjugation is the point from which this design can achieve
a solution of the problem by exchanging genetic information from one cell to
another.
• Chapter 10: proposition of constructing a logic circuit with XOR functionality
using as a foundation the quorum sensing mechanisms of prokaryotic cells.
The biocircuit is a three-strain bacterial community where each strain shows a
different logic behaviour: AND, OR and NAND. The emerging output achie-
ved by engineering the communications pathways corresponds to the XOR
behaviour expected.
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• Chapter 11: proposal of a population-based oscillator based on an analogy
with a server-client architecture using, as in the previous chapter, the quorum
sensing mechanisms as the starting point for the design. The three strains that
constitute this biodevice whose objective is to achieve a green-red oscillation
are: 1) server bacteria, in charge of the synchronising the expression turns; 2)
red client, which produces red light during its expression turn; 3) green client,
which produces green light during its expression turn.
Forth part: conclusions
Conclusions extracted from the developments and proposals shown in previous
chapters and analysis of future research directions obtained from this Thesis.
Arquitecturas de Comunicaciones para la Computacio´n Algoritmica en Poblaciones de Bacterias Multi-Cepa
Cap´ıtulo 2
Visio´n general de la computacio´n
bacteriana
La computacio´n con bacterias [Nor08] [Amo09] [Dan09] se considera una rama
de la biolog´ıa sinte´tica la cual se define por medio de sus dos objetivos principales1:
1) el disen˜o y construccio´n de nuevas piezas biolo´gicas o biodispositivos y 2) la
modificacio´n de los sistemas existentes para desempen˜ar tareas definidas.
La relacio´n entre la biolog´ıa y las ciencias de la computacio´n ha sido siempre
muy estrecha desde el nacimiento de esta u´ltima. Aunque la computacio´n molecular
ha surgido como rama de investigacio´n con entidad propia hace relativamente poco,
la unio´n biolog´ıa-computacio´n no es para nada nueva.
Por un lado de la moneda, se puede sen˜alar el papel fundamental que juega
la informa´tica en el avance de la biolog´ıa gracias a la bioinforma´tica. Durante an˜os
los bio´logos han usado ordenadores para almacenar datos y analizar resultados ex-
perimentales, proceso que gracias a los avances de la informa´tica cuenta con mayor
precisio´n.
As´ı como lo anterior significa poner la informa´tica al servicio de la biolog´ıa
ayudando a e´sta a realizar su trabajo con mayor eficacia, el otro lado de la misma
moneda trata de evolucionar los desarrollos, pensamientos y filosof´ıas de las ciencias
1http://syntheticbiology.org
2. Visio´n general de la computacio´n bacteriana 5
de la computacio´n utilizando los componentes biolo´gicos como materia prima en
lugar de electricidad, cobre y silicio.
La computacio´n bacteriana o computacio´n con bacterias se clasifica en esta
segunda categor´ıa y se fundamenta en la modificacio´n de las rutas metabo´licas natu-
rales de las bacterias para recrear funcionalidades t´ıpicas de computadoras digitales
con un dominio de aplicacio´n radicalmente distinto. As´ı se aborda esta tarea gracias
a la visio´n esquema´tica de una bacteria desde el punto de vista de la ingenier´ıa,
como un conjunto de piezas funcionales que forman un sistema. La variedad casi
ilimitada de configuraciones de este sistema da lugar a esta linea de investigacio´n.
La inspiracio´n en la biolog´ıa y los seres vivos por parte de los padres de la
ciberne´tica ha sido siempre una caracter´ıstica fundamental. Ya a mediados del siglo
XX John von Neumann consiguio´ bosquejar una ma´quina de Turing autorrepro-
ductiva utilizando auto´matas celulares [Neu66] basa´ndose en una analog´ıa con las
ce´lulas vivas. Von Neumann sosten´ıa que el comportamiento de organismos naturales
pod´ıa ser explicado por dispositivos similares, aunque aquellos fueran sistemas con
mayor complejidad2.
Siguiendo estos trabajos pioneros, se han realizado muchos esfuerzos por com-
prender los ca´lculos que la naturaleza realiza, y utilizar este conocimiento para con-
seguir mejores algoritmos e incluso nuevos tipos de computadores. Ejemplos bien
conocidos de la aplicacio´n del conocimiento obtenido de la biolog´ıa son las redes de
neuronas artificiales y los algoritmos gene´ticos o de forma ma´s general la compu-
tacio´n evolutiva. Todos estos modelos inspirados en la naturaleza se han agrupado
bajo la denominacio´n de computacio´n natural.
El exponencial desarrollo de las te´cnicas de laboratorio y la optimizacio´n de
la maquinaria usada han hecho posible que en los u´ltimos an˜os se aborde la compu-
tacio´n natural no ya como una simple fuente de inspiracio´n sino como una disciplina
2Se considera un sistema complejo cuando e´ste esta´ compuesto por varias partes interconec-
tadas o relacionadas de algu´n modo y cuyos v´ınculos contienen informacio´n adicional, esto es,
como consecuencia directa de la relacio´n entre las distintas partes de dicho sistema surgen nuevas
propiedades denominadas emergentes.
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de ingenier´ıa pra´ctica.
Mediante la lectura del resto de cap´ıtulos, el lector obtendra´ una visio´n amplia
del estado del arte actual en aquellos campos sobre los que tratan los desarrollos de
esta Tesis Doctoral as´ı como el conocimiento espec´ıfico de los trabajos ma´s relevantes
en los inicios de esta disciplina.
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3.1. Estructura del ADN y manipulacio´n
El nombre de a´cido nucleico proviene de las sustancias a´cidas que encontro´ Mies-
cher [Mie75] en el nu´cleo de las ce´lulas y que llamo´ inicialmente nucle´ına.
Los a´cidos nucleicos son pol´ımeros lineales en los que la unidad repetitiva es el
nucleo´tido o mono´mero. Cada nucleo´tido esta formado por: un azu´car (en concreto,
una ribosa o desoxirribosa), una base nitrogenada y un a´cido fosfo´rico. Se puede
observar la formacio´n de un nucleo´tido en la figura 3.1.
Los a´cidos nucleicos pueden ser dos:
• ADN o a´cido desoxirribonucleico.
Los mono´meros que forman el ADN se llaman desoxirribonucleo´tidos. El nom-
bre del azu´car en el caso del ADN es la desoxirribosa, al ser una pentosa tiene
5 a´tomos de carbono, el grupo de fosfato esta unido al 5 carbo´n y la base al
3. Computacio´n molecular in-vitro 9
Figura 3.1: Composicio´n del nucleo´tido Adenina.
primero. Dentro de la estructura del azu´car hay un grupo hidro´xido (OH) uni-
do al tercer carbo´n. Las bases nitrogenadas que forman parte de los distintos
nucleo´tidos del ADN difieren solo en la base, que pueden ser pu´ricas (derivadas
de la purina) como son la Adenina (figura 3.1 y la Guanina, o pirimid´ınicas
(derivadas de la pirimidina) como son la Citosina y la Timina.
Ya que los nucleo´tidos difieren solo en las bases que portan, se les denota por
la inicial de e´stas, as´ı hablamos de nucleo´tidos A, G, C y T.
• ARN o a´cido nucleico.
Los mono´meros que forman el ARN se llaman ribonucleo´tidos. Los ribonu-
cleo´tidos difieren de los desoxirribonucleo´tidos principalmente en dos cosas.
Primero, el azu´car de los ribonucleo´tidos es la D-ribosa, que tiene un grupo
OH unido al segundo carbo´n en vez de un hidro´geno. Segundo, la base piri-
mid´ınica Timina es reemplazada por la base Uracilo, abreviada como U. En
este caso las cuatro posibles bases son A, G, C y U.
Los ribonucleo´tidos con la base Adenina y con un triple grupo de fosfato se
llama mole´cula de ATP, que es la principal fuente de energ´ıa de las ce´lulas
vivas.
Tanto las mole´culas de ADN como las de ARN esta´n formadas por largas se-
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cuencias de nucleo´tidos consecutivos. Una diferencia fundamental es que la mole´cula
de ADN es bicatenaria en su forma natural, es decir, esta´ formada por dos cade-
nas de mono´meros complementarias y unidas, mientras que la mole´cula de ARN es
monocatenaria.
Es esta unio´n de cadenas complementarias la caracter´ıstica ma´s relevante de
las mole´culas de ADN en referencia a su capacidad de co´mputo. Tanto es as´ı que
los modelos de computacio´n in-vitro que se vera´n ma´s adelante basan su correcto
funcionamiento en este proceso.
Existen dos tipos de enlaces entre nucleo´tidos. El primero es aquel que se
origina entre dos nucleo´tidos con la finalidad de formar una misma hebra1. En este
caso podemos hablar de la direccio´n espec´ıfica de la cadena dependiendo del extremo
por el que se empiece a leer la hebra y el grupo carbono que tenga libre el azu´car
de este extremo. De esta manera se identifica la direccio´n 5’-3’ o la direccio´n 3’-5’.
En el segundo tipo de enlaces el nucleo´tido de una cadena se une al nucleo´tido
de otra cadena con el fin de formar una mole´cula bicatenaria2. Este enlace presenta
la siguiente restriccio´n en el emparejamiento de las bases: A siempre se une a T y
C siempre se une a G, no siendo posible ninguna otra combinacio´n. Cabe destacar
como caracter´ıstica ma´s relevante la mayor resistencia de la unio´n C-G frente a la
unio´n A-T debido a que esta u´ltima presenta un puente de hidro´geno menos en el
enlace.
Este principio de emparejamiento es llamado complementariedad de Watson-
Crick [Wat53] y es la piedra angular para comprender la estructura y el funciona-
miento del ADN. La unio´n de hebras complementarias da lugar a la forma de doble
he´lice caracter´ıstica de la mole´cula de ADN.
La figura 3.2 ilustra la composicio´n de una mole´cula de ADN formada por
1El grupo fosfato unido al quinto carbono de un nucleo´tido se une con el grupo hidro´xido (OH)
del tercer carbono del azu´car de otro nucleUˆtido, formando un fuerte enlace covalente, llamado
enlace fosfodie´ster.
2La base de un nucleo´tido interactu´a con la base de otro para formar un enlace de hidro´geno,
que es un enlace de´bil.
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Figura 3.2: Mole´cula de ADN. Los pares G-C y A-T esta´n formados por 3 y 2 puentes
de hidro´geno respectivamente. En el extremo 5’ de las hebras, el grupo fosfato esta´ listo
para unirse a un nuevo azu´car y en el 3’ el azu´car listo para an˜adir otro grupo fosfato a
la cadena.
las cadenas complementarias 5’-GCTA-3’ y 3’-CGAT-5’. En ella se pueden observar
los requisitos principales que caracterizan este tipo de mole´culas: direccionalidad
opuesta de las secuencias de nucleo´tidos, complementariedad en las uniones entre
bases y nu´mero de puentes de hidro´geno que conforman estas uniones.
A cada eslabo´n de la cadena de ADN se le denomina par de bases (bp3). As´ı,
la longitud de la cadena de la figura 3.2 es de 4bp.
Diversas te´cnicas permiten realizar las operaciones sobre mole´culas de ADN
en que se basan los modelos de computacio´n descritos en la seccio´n siguiente. De
entre ellas, las te´cnicas consideradas como ba´sicas se especifican a continuacio´n:
Secuenciacio´n de ADN. Este proceso consiste en la lectura de la informacio´n
codificada en la mole´cula a estudio. Existen varios me´todos para obtener la secuencia
de nucleo´tidos del ADN como son el me´todo de secuenciacio´n automa´tica y el me´todo
enzima´tico de terminacio´n de cadena de Sanger [San77].
3Del ingle´s base pair.
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S´ıntesis de nucleo´tidos. Proceso por el cual se producen muchas copias de la
secuencia de nucleo´tidos espec´ıfica que se desea obtener. La maquinaria necesaria
para la s´ıntesis de cadenas se perfecciona casi diariamente y las cantidades de bares
de pases que se pueden sintetizar en una misma cadena aumentan an˜o tras an˜o. En
un futuro cercano sera´ posible incluso sintetizar, de una forma no muy costosa, el
genoma entero de una ce´lula primaria (formado por millones de bp).
Electroforesis. Es una te´cnica imprescindible en el manejo de ADN ya que per-
mite determinar la longitud y taman˜o de las cadenas. La te´cnica de la electroforesis
en gel esta´ basada en el hecho de que las mole´culas de ADN esta´n cargadas negativa-
mente y al colocarlas en un campo ele´ctrico, se movera´n hacia el electrodo positivo.
Al ser la carga negativa de una mole´cula de ADN es proporcional a su longitud, la
fuerza necesaria para mover la mole´cula tambie´n es proporcional a e´sta y por tanto,
las mole´culas quedara´n ordenadas segu´n su dimensio´n.
Reaccio´n en cadena de la polimerasa o PCR 4. Esta te´cnica permite producir
millones de copias de una secuencia espec´ıfica en un breve espacio de tiempo [Erl89],
evitando as´ı el uso bacterias como mecanismos naturales de replicacio´n. Resulta
una te´cnica muy u´til en estrategias de clonacio´n y deteccio´n cuando la cantidad de
material es limitante as´ı como en la gene´tica de poblaciones.
Centrifugacio´n. Se puede llevar a cabo un ana´lisis de las caracter´ısticas de las
mole´culas referidas no ya al peso o a la longitud sino a la secuencia espec´ıfica de
nucleo´tidos. Este ana´lisis permitira´ diferenciar codificaciones concretas en base a la
densidad de la mole´cula. La te´cnica consiste en centrifugar la solucio´n en la que
se encuentren las mole´culas a alta velocidad con el fin de crear un gradiente de
densidad de la solucio´n en el tubo de ensayo. Como consecuencia, las mole´culas
se distribuira´n espacialmente diferencia´ndose por su propia densidad (ρ) la cual es
directamente proporcional de la cantidad de C+G que contengan:
ρ = 1,66 + 0,098× Frac(G+ C) (3.1)
4Del ingle´s Polymerase Chain Reaction.
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Desnaturalizacio´n. Mediante esta operacio´n se consigue deshacer la estructura
de doble he´lice separando las dos hebras de la mole´cula de ADN original. El aumento
de temperatura causa la destruccio´n de los puentes de hidro´geno que unen ambas
cadenas.
Renaturalizacio´n o hibridacio´n. Esta operacio´n consiste en la restauracio´n de
la doble he´lice a partir de mole´culas monocatenarias. Al contrario que la operacio´n
anterior, hay que disminuir la temperatura con la finalidad de que se produzcan los
procesos de hibridacio´n.
Corte de mole´culas. Es posible cortar las cadenas por sitios espec´ıficos depen-
diendo de las necesidades del algoritmo a implementar. Al ser la unio´n entre nucleo´ti-
dos de la misma cadena mucho ma´s fuerte que la formada por puentes de hidro´geno,
no bastara´ con la aplicacio´n de calor para deshacerla. Por ello, esta operacio´n es
llevada a cabo por unas prote´ınas denominadas enzimas de restriccio´n las cuales se
adhieren a las cadenas para cortarlas.
Unio´n de mole´culas. Para que se produzca la unio´n entre dos mole´culas bicate-
narias es necesaria la actividad de la enzima llamada ligasa. Dependiendo del estado
de los extremos (extremos cohesivos o romos) la unio´n sera´ ma´s o menos espec´ıfica.
3.2. Modelos de computacio´n con ADN
El objetivo de esta seccio´n es describir dos modelos de computacio´n in-vitro
que por su importancia destacan en los inicios de la computacio´n molecular.
3.2.1. Adleman
La construccio´n del primer computador de ADN en 1994 se debe a Leonard
Adleman [Adl94] el cual fue capaz de resolver una instancia de un problema ma-
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tema´tico NP-Completo5 utilizando mole´culas de ADN y valie´ndose del conjunto de
operaciones moleculares vistas previamente.
El problema que se resolvio´ era el HPP (Hamiltonian Path Problem o Problema
del Camino Hamiltoniano) el cual pregunta, dado un grafo G dirigido con un ve´rtice
de entrada Ve y otro de salida Vs, si existe un camino hamiltoniano o no en el
grafo. Un camino hamiltoniano es un recorrido del grafo que visita cada ve´rtice
exactamente una vez, comenzando en Ve y terminando en Vs.
La definicio´n del grafo en que se basa el experimento, G = {V,A}, viene dada
por el conjunto de ve´rtices V = {V0, V1, V2, V3, V4, V5 , V6} donde V0 es el grafo
de entrada y V6 el de salida y el conjunto de aristas (de sentido u´nico) A = {A0→1,
A0→3, A0→6, A1→2, A1→3, A2→1, A2→3, A3→2, A3→4, A4→1, A4→5, A5→1, A5→6}.
El algoritmo exacto que uso´ Adleman se basa en crear, en una fase inicial,
todas las soluciones posibles y posteriormente realizar procesos consecutivos de fil-
trado para determinar si existe o no una solucio´n al problema. Es en e´sta formacio´n
de todas las soluciones donde se aprovecha el paralelismo masivo moleculares que
permite multitud de procesos simulta´neos.
La definicio´n de los datos de entrada en forma de secuencias de nucleo´tidos se
realiza de la forma siguiente:
• Se asigna a cada ve´rtice una cadena C de 20 nucleo´tidos. Por ejemplo, al
ve´rtice V2 se le asigna la cadena C(V2) = TATCGGATCGGTATATCCGA.
• Se crean las cadenas C(V2)1 = TATCGGATCG y C(V2)2 = GTATATCCGA
correspondientes a la primera y segunda mitad del ve´rtice V2 respectivamente.
• Se denota por C(Vi)2 ∪ C(Vj)1 la arista Ai→j.
Una vez sintetizadas todas las cadenas monocatenarias correspondientes a los
ve´rtices y las aristas, se vierten todas en un u´nico tubo de ensayo. A continuacio´n,
5Los problemas de esta clase de complejidad, sin entrar en detalles, necesitara´n un tiempo
exponencial para su resolucio´n por un algoritmo exacto (no heur´ıstico) lo cual los hace atractivos
para su estudio en paradigmas de co´mputo masivamente paralelos como la computacio´n con ADN.
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y como resultado de los procesos paralelos de hibridacio´n entre secuencias, se ob-
tendra´ una amplia variedad de mole´culas bicatenarias como la ilustrada en la figura
3.3.
Figura 3.3: Mole´cula de ADN correspondiente al camino V0 → V3 → V2
Despue´s de la generacio´n de todas las mole´culas posibles hay que filtrar e´stas
con los criterios requeridos por el enunciado del problema HPP. Se realizaron los
siguientes procesos de filtrado para la obtencio´n de la solucio´n:
1. Rechazar todos los caminos que no empiezan en V0 y terminan en V6.
2. Rechazar todos los caminos que no contienen exactamente N ve´rtices. Siendo
N = 6.
3. Para cada ve´rtice Vi, rechazar los caminos que no lo contengan (6 procesos de
filtrado secuenciales).
La respuesta al problema es afirmativa si queda algu´n camino en el tubo
despue´s de los procesos de filtrado y negativa en caso contrario.
3.2.2. Head y Rozemberg
Se detalla en esta seccio´n el experimento de Head y Rozemberg [Hea00] el cual
representa un peldan˜o intermedio en el proceso de traduccio´n de la computacio´n
in-vitro a in-vivo por la naturaleza del material empleado para llevar a cabo el
algoritmo.
Este experimento resuelve el problema del Conjunto Independiente Ma´ximo,
tambie´n NP-Completo, utilizando estructuras ma´s complejas de ADN como son los
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pla´smidos o vectores plasmı´dicos6. Dado un grafo G = {V,A} siendo V el conjunto
de ve´rtices y A el conjunto de aristas definie´ndose cada una por un par de ve´rtices de
la forma Ai = {Vj, Vk}, un subconjunto S de V se dice que es independiente si para
cada arista Ai de G el subconjunto S no contiene sus dos ve´rtices simulta´neamente.
El grafo del problema a resolver se define por V = {V0, V1, V2, V3, V4, V5}
y A = {A1, A2, A3, A4} con A1 = {V0, V1}, A2 = {V1, V2}, A3 = {V2, V3} y A4 =
{V3, V4}.
La codificacio´n de los datos del problema en secuencias de ADN se realiza en
relacio´n a las caracter´ısticas de las estructuras utilizadas: los pla´smidos. Se disen˜a
entonces un u´nico pla´smido que contendra´ 6 sectores diferenciados (longitudes dis-
tintas) correspondientes a los seis ve´rtices del grafo. Cada uno de estos sectores se
situ´a entre dos enzimas espec´ıficas y particulares de cada sector que permiten la
ra´pida eliminacio´n (por corte de cadenas) de e´stos en el pla´smido que representa el
conjunto total inicial.
Al inicio del algoritmo [Hea00] se tiene un tubo de ensayo T0 con multitud
de copias del pla´smido inicial. A continuacio´n se realiza un proceso de borrado por
cada arista Ai = {Vj, Vk} del grafo consistente en copiar el contenido de T0 en dos
nuevos tubos T1 y T2 y eliminar de los pla´smidos de T1 el sector que representa al
ve´rtice Vj y de los pla´smidos del tubo T2 el sector Vk. Al final de cada iteracio´n se
mezcla el contenido de los dos tubos T1 y T2 en un nuevo tubo inicial y se repite el
proceso para la siguiente arista.
Como resultado y al final de todas la iteraciones se tendra´ en un solo tubo todos
los conjuntos mı´nimos del problema planteado. Por u´ltimo, una sencilla operacio´n de
electroforesis puede determinar que pla´smido representa el ma´ximo de todos ellos.
Uno me´todo ma´s complejo pero ma´s efectivo de lectura de los pla´smidos finales
[Hen05] consiste en la traslacio´n proteica de los datos codificados. Esto es, convertir7
6Los pla´smidos son mole´culas de ADN circular normalmente presentes en las bacterias. Muchos
de los desarrollos in-vivo actuales se fundamentan en el uso pla´smidos como base de la codificacio´n
de informacio´n.
7Mediante la utilizacio´n de una enzima espec´ıfica y la colocacio´n de un promotor al comienzo
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cada pla´smido en una prote´ına y analizar e´sta obteniendo resultados ma´s exactos
sobre la secuencia de nucleo´tidos que codificaba el pla´smido original.
Son varios los ejemplos que, desde el experimento de Adleman, implementan
computaciones con ADN in-vitro [Ben01] [Gua96] [Wan01].
3.3. Algor´ıtmica y optimizacio´n
Con el objetivo de optimizar los modelos de computacio´n molecular funda-
mentados en algoritmos exactos han sido desarrolladas varias alternativas tales como
algoritmos heur´ısticos8 fundamentados en la computacio´n evolutiva [Bac99] [Woo01]
[Waka05]9 [Saka05].
Se hace e´nfasis en esta seccio´n en la codificacio´n caracter´ıstica de los datos
del problema adecuada para la implementacio´n de algoritmos gene´ticos (AG) los
cuales son me´todos de bu´squeda adaptativa inspirados en la teor´ıa de la evolucio´n
de las especies. Como resultado de su aplicacio´n cada generacio´n de resultados me-
jorara´ su adaptabilidad al medio (faceta dependiente de los requisitos del problema)
con respecto a las siguientes generaciones.
Este tipo de algoritmos consta de cinco etapas elementales:
• Codificacio´n del dominio. Los datos o individuos iniciales del problema, que
conformara´n la poblacio´n inicial, se deben codificar utilizando el alfabeto com-
puesto por los s´ımbolos A, C, G y T.
• Evaluacio´n de la poblacio´n. Los individuos de una poblacio´n deben ser expues-
tos a un proceso de evaluacio´n que determine cua´l de ellos esta´ mejor adaptado
para cumplir los objetivos del problema en cuestio´n. Se llamara´ fitness al grado
de adaptacio´n de un individuo.
de la secuencia codificada. En el cap´ıtulo siguiente se detallara´ este proceso.
8Se denomina heur´ıstica a la capacidad de un sistema para realizar de forma inmediata inno-
vaciones positivas para sus fines.
9Modelo de computacio´n in-vivo.
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• Seleccio´n. En esta etapa se seleccionan aquellos individuos mejor evaluados.
• Cruzamiento. El algoritmo de cruzamiento (aspecto fundamental en un AG)
debe ser capaz de realizar el apareamiento entre dos individuos con el fin de
crear uno nuevo de manera que sea aprovechada la informacio´n de ambos
progenitores.
• Mutacio´n. Como u´ltima etapa, y de manera aleatoria, pueden suceder eventos
sobre los nuevos individuos formados en el paso anterior que modifiquen su
codificacio´n. La finalidad de este proceso es posibilitar la exploracio´n acelerada
del espacio de bu´squeda del problema.
La aplicacio´n iterativa de estas cinco etapas proporcionara´ soluciones al pro-
blema ma´s exactas en cada generacio´n. De esta manera se aborda la complejidad de
los problemas aumentando la complejidad del mecanismo de procesamiento.
3.3.1. Codificacio´n y autoevaluacio´n
Uno de los mecanismos que otorga gran autonomı´a a los computadores mo-
leculares es la autoevaluacio´n de las soluciones. Se trata entonces de encontrar una
codificacio´n de datos adecuada para encriptar en cadenas de ADN informacio´n del
fitness de los individuos.
Para trabajar con material gene´tico como materia prima es importante conocer
la inestabilidad de las mole´culas de ADN y las reacciones impredecibles que pueden
ocurrir. Por ello la primera tarea a llevar a cabo al comienzo del desarrollo de un
computador molecular el la correcta codificacio´n de la informacio´n para reducir al
ma´ximo las reacciones no deseadas.
As´ı, son muchas las condiciones fisico-qu´ımicas que pueden provocar la pe´rdi-
da de nucleo´tidos o la rotura de una cadena y debido a la complementariedad se
pueden producir uniones no deseadas entre los datos codificados (en mole´culas mo-
nocatenarias) del problema a resolver.
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Tambie´n es importante notar que varias operaciones moleculares tales como
la electroforesis en gel o la centrifugacio´n isop´ıcnica, las cuales son herramientas
esenciales, esta´n basadas en caracter´ısticas concretas de la codificacio´n de la cade-
na. Estas u´ltimas caracter´ısticas deben ser tenidas en cuenta cuando se afronta el
problema de implementar algoritmos que optimicen los me´todos exactos. Por ejem-
plo, para los algoritmos gene´ticos la electroforesis puede ayudar a determinar los
individuos mejor adaptados en un problema en el que la longitud de la cadena sea
la condicio´n fundamental del fitness.
Se deben tener en cuenta todas las caracter´ısticas anteriores para poder ase-
gurar la estabilidad de los datos del problema as´ı como su diferenciacio´n individual.
Se afrontan as´ı dos problemas distintos aunque estrechamente relacionados: la codi-
ficacio´n de lenguajes estables y la codificacio´n espec´ıfica de cada dato de entrada.
Codificacio´n de lenguajes estables. Con la finalidad de codificar palabras es-
tables sobre el alfabeto compuesto por los cuatro nucleo´tidos, se crean lenguajes
formales [Kar05] [Cui07] denominados lenguajes libres de uniones10 que aseguran
esta caracter´ıstica para cualquier palabra w del lenguaje.
Las principales variables a tener en cuenta en la definicio´n de un lenguaje
libre de uniones y que determinara´n el grado de estabilidad son la longitud (d) de
las palabras (w) y el nu´mero de estas (|w|) que contendra´ el lenguaje. Si se quiere
crear un conjunto de 20 palabras (w = 20) con 5 nucleo´tidos cada una (d = 5) la
estabilidad referida a la disminucio´n de uniones indeseadas sera´ mayor que al crear
un lenguaje con w = 40 y d = 5. Esto es debido a la existencia de so´lo 4 s´ımbolos en
el alfabeto ({a, c, g, t}) de manera que a menor nu´mero de palabras, mayor sera´ la
distancia de Hamming11 entre ellas.
El objetivo de un lenguaje libre de uniones es, aparte de asegurar el mismo gra-
do de estabilidad a condiciones fisico-qu´ımicas de las palabras, alcanzar la ma´xima
distancia de Hamming posible entre cualquier par de palabras del lenguaje.
10Del ingle´s bond-free language.
11Se entiende aqu´ı por distancia de Hamming entre dos palabras como el grado de complemen-
tariedad entre ambas.
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Codificacio´n espec´ıfica de los datos. A diferencia de los modelos de compu-
tacio´n molecular de filtrado como el experimento de Adleman visto anteriormente
en los que los datos de entrada al problema (ciudades, caminos, · · · ) se codificaban
en cadenas aleatorias, se propone aqu´ı un modelo de codificacio´n de datos basado
en la caracterizacio´n de e´stos.
Como caracterizacio´n se escoge la cantidad de bases G (guanina) y C (citosina)
que contenga la cadena sirvie´ndose as´ı de las funcionalidades de la operacio´n de
centrifugacio´n. De esta manera cada dato contendra´ la informacio´n de adaptacio´n
al entorno desde su codificacio´n inicial, es decir, en lugar de codificar datos de
manera aleatoria (partiendo de un lenguaje dado) se podra´n codificar datos con
cierta informacio´n particular de cada uno.
Se consigue as´ı que la evaluacio´n de los datos sea automa´tica y simulta´nea al
proceso de codificacio´n de e´stos. Mediante la centrifugacio´n se realiza entonces el
proceso de seleccio´n para elegir los mejor evaluados de una determinada poblacio´n.
Es en este punto donde la ecuacio´n 3.1 diferencia la codificacio´n de cada cadena para
formar el gradiente de fitness en la poblacio´n molecular para identificar de manera
ra´pida y fa´cil los individuos seleccionados.
Para asegurar el correcto funcionamiento del paradigma de computacio´n pro-
puesto no basta con la codificacio´n del fitness en los datos sino que se debe encontrar
el equilibrio entre dicha caracterizacio´n y el uso de un lenguaje estable que asegure
la reduccio´n de la inestabilidad intr´ınseca de las mole´culas de ADN.
Sin embargo, los lenguajes libres de uniones no permiten la caracterizacio´n
de los datos del problema. As´ı, no se podr´ıa codificar un dato con una palabra
de un lenguaje estable sin quitarle la capacidad de autoevaluacio´n ya que ser´ıa
imposible distinguir a ese dato de otro formado por el mismo lenguaje. Si esto fuera
posible se estar´ıa violando una de las principales restricciones de estos lenguajes: la
formacio´n de mole´culas con el mismo grado de estabilidad independientemente de
las condiciones ambientales o las operaciones moleculares aplicadas sobre ellas.
Por tanto los datos deben tener un formato tal que permitan la codificacio´n
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estable y la caracterizacio´n simulta´neamente. Este formato consiste en la utilizacio´n
de un lenguaje estable para definir la mayor parte de la secuencia dejando un por-
centaje, a establecer dependiendo del taman˜o del conjunto de datos, para codificar
la caracterizacio´n o fitness de cada dato concreto. El formato es:
Lenguaje estable (w1) ∪ Fitness (w2) ∪ Lenguaje estable (w1)
donde la unio´n de las tres secuencias w1, w2, y w3 forma el dato final.
Un experimento como el de Adleman en el que se utilizara este modelo de
codificacio´n podr´ıa incorporar pesos en los caminos en forma de concentracio´n de
G+C de manera que al quedarse u´nicamente con los caminos hamiltonianos se pu-
diera identificar con un proceso de centrifugado cual de ellos representa el camino
ma´s corto. Adema´s la tasa de errores debidos a la inestabilidad molecular decrecer´ıa
considerablemente.
La codificacio´n espec´ıfica ayuda tambie´n a definir algoritmos de cruzamiento
dirigidos, distintos del splicing natural o cruzmiento de un punto, de forma que la
mole´cula resultante presente una evolucio´n del grado de adaptacio´n al medio que sea
consecuencia de aprovechar la informacio´n codificada en las mole´culas progenitoras.
Esta codificacio´n de los datos en forma de estructuras caracterizadas como
piezas individuales constituye un paso previo a la codificacio´n de los datos del pro-
blema en genes para realizar computaciones in-vivo. En desarrollos propuestos en
cap´ıtulos posteriores se modela la resolucio´n de problemas combinatorios in-vivo
utilizando bacterias y hacie´ndose corresponder a cada dato del problema con un gen
espec´ıfico.
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Cap´ıtulo 4
Fundamentos de la computacio´n
molecular in-vivo
Aunque la idea de realizar computaciones a nivel molecular fue propuesta
hace de´cadas [Fey61] [Hea87], su implementacio´n real ha tenido que esperar a la
optimizacio´n y desarrollo de las te´cnicas de laboratorio as´ı como la maquinaria
disponible. El previo estudio teo´rico desemboco´ en la computacio´n molecular in-
vitro al igual que e´sta ha llevado a experimentar con formas de vida ba´sicas como
las bacterias, organismo que sirve como materia prima en los desarrollos de esta
Tesis Doctoral.
Este cap´ıtulo describe los mecanismos ba´sicos en que se fundamentan las ope-
raciones realizadas in-vivo con el fin de proporcionar procesos mı´nimos cuya combi-
nacio´n de lugar a operaciones ma´s complejas.
El dogma central de la biolog´ıa molecular (figura 4.1) es el proceso por el
cual a partir de ADN se genera ARN (ARN mensajero o mARN) y, a partir de
e´ste, prote´ınas mediante procesos de transcripcio´n y translacio´n respectivamente.
Se puede incluir en este dogma la operacio´n de la replicacio´n de ADN por la cual
dos mole´culas de ADN resultan de la duplicacio´n de la informacio´n de otra mole´cula
inicial.
Este enunciado es generalmente cierto, aunque algunos organismos presentan
variantes particulares. Por ejemplo los retrovirus, entre los que se incluye el VIH o
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Figura 4.1: Dogma central de la biolog´ıa molecular.
virus del SIDA, tienen la capacidad de invertir el proceso de transcripcio´n y pro-
ducir copias de ADN a partir de mARN. Tambie´n hay otros virus que presentan
la habilidad de replicar el ARN de manera directa sin necesidad de utilizacio´n de
ADN.
Los bloques moleculares principales donde se representa la informacio´n gene´ti-
ca se denominan genes estructurales, los cuales son secuencias de ADN que codifican
prote´ınas espec´ıficas. Mediante los procesos de transcripcio´n y translacio´n anterior-
mente vistos se extrae de ellos dicha informacio´n para producir prote´ınas que son
los elementos moleculares activos.
El proceso de transcripcio´n lo comienza una enzima particular llamada ARN
polimerasa la cual se unea una secuencia particular llamada promotor que se situ´a al
comienzo del gen indicando el lugar de comienzo de la transcripcio´n (ver figura 4.2a).
Esta enzima transcribe el segmento de ADN que se encuentre desde la secuencia
promotora hasta una secuencia espec´ıfica de terminacio´n (terminador) dando lugar
a la mole´cula monocatenaria de mARN.
De forma similar, la translacio´n se lleva a cabo gracias a complejos moleculares
llamados ribosomas que se unen al mARN por un sitio espec´ıfico denominado RBS 1
y procesan el mensaje, desde una secuencia de comienzo (tripleta AUG, ver figura
4.2b) hasta una de finalizacio´n, produciendo una secuencia de aminoa´cidos mediante
el tARN o ARN de transferencia. Este proceso termina la expresio´n gene´tica del gen
estructural inicial.
El proceso de transcripcio´n puede ser regulado por unas mole´culas denomina-
1Del ingle´s Ribosome Binding Site.
Arquitecturas de Comunicaciones para la Computacio´n Algoritmica en Poblaciones de Bacterias Multi-Cepa
4. Fundamentos de la computacio´n molecular in-vivo 24
(a)
(b)
Figura 4.2: Principales segmentos involucrados en la expresio´n gene´tica. a) Segmento de
ADN; P: enzima polimerasa. b) Segmento de mARN; R: ribosoma.
das factores de transcripcio´n con caracter´ısticas de activacio´n o represio´n dependien-
do del efecto que produzcan: incremento o decremento, respectivamente, del nivel
de transcripcio´n. De esta manera es posible realizar un control sobre la expresio´n
gene´tica y proceder al encendido o apagado de genes espec´ıficos con el fin de recrear
un circuito gene´tico.
Se muestran as´ı en la figura 4.3 diferentes maneras de utilizacio´n de esta
especie de circuiter´ıa gene´tica. En la figura 4.3a se muestra una situacio´n en la que un
promotor espec´ıfico transcribe de manera normal el gen objetivo a no ser que el factor
de represio´n se encuentre presente, momento en el cual la transcripcio´n se bloquea.
Se puede comparar la actividad de esta mole´cula represora al funcionamiento de un
interruptor que deja o no pasar corriente ele´ctrica a un dispositivo.
Para recrear circuitos que cuenten con mayor nu´mero de variables de entrada
se puede hacer uso de mole´culas inductoras (figura 4.3c) que bloqueen la actividad
del represor (de-represio´n) volviendo a dejar libre el promotor para que continu´e la
expresio´n del gen objetivo2. En este caso, el valor de salida (la prote´ına resultante
2Este es el caso del opero´n lacZYA en la bacteria E.Coli controlado por el gen lacI cuya expre-
sio´n genera una mole´cula que bloquea la transcripcio´n de dicho opero´n a no ser que la presencia
de lactosa sea suficiente para desactivar la funcionalidad de la mole´cula represora.
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(a) (b)
(c) (d)
Figura 4.3: Formas de controlar la expresio´n gene´tica mediante mole´culas efectoras en
distintas situaciones: a) Represio´n de la transcripcio´n. b) Activacio´n de la transcripcio´n.
c) De-represio´n. d) Bloqueo de la induccio´n.
de la expresio´n) dependera´ del estado de dos variables.
La figura 4.3b representa una situacio´n en la que el promotor por si so´lo no es
suficiente para realizar la expresio´n y necesita la presencia de una mole´cula inductora
que, en este caso, actu´a directamente con e´l induciendo la transcripcio´n. De forma
ana´loga al caso anterior, se puede contar con la actividad de una mole´cula receptora
que bloquee la actividad de la inductora (figura 4.3d).
La primera propuesta de crear circuitos lo´gicos en forma de redes gene´ticas
[Wei99] utilizando las operaciones detalladas anteriormente y modificando las rutas
metabo´licas naturales de las bacterias, significo´ un importante impulso para los
desarrollos dirigidos hacia computacio´n in-vivo. Un an˜o despue´s, dos trabajos de
vital importancia para la computacio´n molecular reforzaron ese impulso.
El primero de esos trabajos [Elo00] describe la construccio´n de una red gene´ti-
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ca que resultaba en un comportamiento oscilatorio (sen˜al de reloj). Siguiendo la
programacio´n de esta red, cada bacteria produc´ıa una expresio´n lumı´nica intermi-
tente3. La idea de la oscilacio´n gene´tica como medio de controlar la sincronizacio´n
de procesos moleculares sirve de fuerte inspiracio´n para uno de los desarrollos de
esta Tesis Doctoral: el oscilador poblacional.
El segundo trabajo [Gar00], de publicacio´n simulta´nea al anterior, describe la
implementacio´n de un switch en la bacteria E.Coli cuyo comportamiento se contro-
la por est´ımulos externos a la bacteria. La implementacio´n de operaciones lo´gicas
utilizando material gene´tico y modifiando las rutas metabo´licas naturales de las
bacterias mostraba as´ı sus comienzos.
3Cabe destacar un trabajo de reciente publicacio´n [Dan10] en el que partiendo de estas bacterias
con oscilacio´n independiente se modela su colaboracio´n para que funcionen todas al mismo tiempo.
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Salida analo´gica en la computacio´n
con bacterias
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Este cap´ıtulo propone un modelo de computacio´n celular cuya importancia
radica no tanto en el proceso de la computacio´n como en la forma de expresar las
salidas de e´ste.
En lugar de expresar el e´xito o fracaso de un algoritmo molecular mediante sa-
lidas que sean estrictamente digitales, como presencia/ausencia de expresio´n lumı´ni-
ca, se presenta aqu´ı el modelado de una salida analo´gica. Esta permite notificar una
cantidad de informacio´n superior utilizando el mismo mecanismo de sen˜alizacio´n.
Si se utilizan sen˜ales fluorescentes, como es el caso que atan˜e al desarrollo de
este cap´ıtulo, se puede hablar de salidas difusas en las que se definen distintos niveles
de luminosidad. De este modo la salida no tiene por que´ ser un simple on u off sino
que la conclusio´n del algoritmo se expresar´ıa de forma gradual.
El comportamiento analo´gico en las Ciencias de la Computacio´n en un objeti-
vo muy deseado debido a la mayor capacidad de expresio´n que proporciona respecto
5. Salida analo´gica en la computacio´n con bacterias 28
a la computacio´n digital estricta. Sin embargo, solo se consigue emular el compor-
tamiento analo´gico mediante aproximaciones probabilistas ya que la materia prima
es, al fin y al cabo, digital. Relativo a este campo de investigacio´n hay que destacar
el esfuerzo empleado por desarrollar puertas lo´gicas analo´gicas [Vig03] y circuitos
digitales con comportamiento analo´gico [Loe09].
Las ayudas a la decisio´n en los dispositivos digitales que ayudan a la modeliza-
cio´n de un comportamiento analo´gico simulado ba´sico pueden observarse fa´cilmente
en el caso de un inversor lo´gico. La decisio´n basada en la probabilidad gu´ıa el com-
portamiento de la puerta de la siguiente manera: en lugar de tener como entradas
los valores digitales 0 o´ 1, se tiene una probabilidad p de tener un 0 y una probabi-
lidad q de tener un 1. Se cumple entonces que p(0) + q(1) = 100 % estando ambas
probabilidades sujetas a cambios por la accio´n de las salidas de otras puertas. As´ı, el
circuito puede simular un comportamiento analo´gico que, sin embargo, no sera´ real.
En los procesos metabo´licos que tienen lugar en las bacterias, as´ı como en
el comportamiento de los diferentes agentes moleculares se pueden identificar fa´cil-
mente ambos paradigmas de co´mputo: digital y analo´gico. En concreto, la expresio´n
gene´tica puede ser controlada de manera analo´gica para mostrar un amplio domino
de valores de expresio´n.
Es este u´ltimo proceso de control el punto de partida para disen˜ar el desarrollo
propuesto en este cap´ıtulo. Se da importancia aqu´ı al control analo´gico de los valores
de salida del problema a resolver por la comunidad de bacterias como forma de
facilitar la comprensio´n de los resultados.
La metodolog´ıa propuesta se aplica a la resolucio´n de una sencilla instancia del
problema TSP (Traveling Salesman Problem) con tres ciudades y tres aristas que los
unen, para lo cual se hace uso de informacio´n lumı´nica como medio de evaluacio´n
de datos. Siguiendo el algoritmo que se detallara´ ma´s adelante en este cap´ıtulo, las
soluciones a este TSP no se evaluara´n por el color de fluorescencia que expresen,
sino por la intensidad de e´sta.
Como paso previo a la evaluacio´n de las soluciones, emulando los pasos de un
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algoritmo gene´tico, han de formarse e´stas. Es aqu´ı donde interviene el complejo de
recombinacio´n Hin/hix que, como luego se especificara´, ayuda a explorar el espacio
de bu´squeda del problema.
Es importante hacer hincapie´ en dos caracter´ısticas ventajosas del modelo
propuesto:
• Autonomı´a del biodispositivo. Desde la codificacio´n gene´tica inicial de los datos
del problema hasta la obtencio´n de un resultado, todo el proceso de compu-
tacio´n se realiza de manera auto´noma en la comunidad de bacterias. Es decir,
la comunidad no necesita sen˜alizacio´n externa para la correcta consecucio´n del
problema.
• El proceso de exploracio´n del espacio de bu´squeda, donde se forman posibles
soluciones al problema, y el de evaluacio´n de e´stas de manera analo´gica se rea-
lizan de forma simulta´nea. El algoritmo permite la evaluacio´n de las soluciones
durante el mismo proceso de formacio´n.
5.1. Complejo Hin/hix : antecedentes
Este mecanismo constituye una potente herramienta para realizar recombi-
naciones gene´ticas aleatorias y se fundamenta en las prote´ınas Hin y los sitios de
recombinacio´n hix que presenta la bacteria Salmonella. En e´sta bacteria, el com-
plejo Hin/hix es utilizado para llevar a cabo procesos de recombinacio´n espec´ıfica
entre los sitios de recombinacio´n hixL, hixR y hixC con la finalidad de alternar la
expresio´n de sus dos flagelos [Hug88].
Se destacan dos ventajas principales de este mecanismo in-vivo que lo con-
vierten en una te´cnica adecuada para los desarrollos computacionales en bacterias:
• Permite la codificacio´n de los datos del problema en unidades gene´ticas cuyas
posiciones sean intercambiables. De esta manera se autoriza la alteracio´n de
la cadena de genes, y se modifica as´ı el orden de los datos. Este proceder
resulta de gran importancia para aquellos problemas que basen sus soluciones
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en la ordenacio´n circustancial de los datos iniciales, sirviendo aqu´ı el complejo
Hin/hix como me´todo de exploracio´n del espacio de bu´squeda del problema a
resolver.
• Debido a la maleabilidad de sus componentes, el complejo Hin/hix puede em-
plearse de distintas formas gracias a que presenta una amplio abanico de va-
riaciones.
Recientemente han sido disen˜ados dos computadores bacterianos que, basa´ndo-
se en la utilizacio´n del mecanismo descrito anteriormente, resuelven dos problemas
matema´ticos cla´sicos: el Burnt Pancake Problem (BPP) y el Hamiltonian Path Pro-
blem (HPP). Ambos computadores se describen en los dos apartados que se encuen-
tran a continuacio´n.
5.1.1. Resolucio´n del BPP
Este t´ıpico problema matema´tico se especifica de la siguiente forma:
• Entrada al problema: un conjunto de porciones de bizcocho. Todas las porcio-
nes tienen una caracter´ıstica comu´n consistente en tener una cara quemada
y otra sin quemar. Adema´s de esta caracter´ıstica comu´n, tienen otra faceta
particular de cada porcio´n: la longitud. Cabe destacar que todas las porciones
tienen una longitud distinta.
• Objetivo: la colocacio´n de las porciones apila´ndolas una sobre otra. La pila
final debe estar ordenada, desde la porcio´n ma´s grande (abajo) a la porcio´n
ma´s pequen˜a (arriba), con todas las porciones mostrando su cara sin quemar
en la parte superior.
Los autores del experimento resolvieron in-vivo un BPP sencillo con una en-
trada consistente en dos porciones [Hay08]. Para ello codificaron los datos de entrada
(cada porcio´n) en fragmentos de ADN con funcionalidades espec´ıficas y usaron el
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complejo Hin/hix para intercambiar su orden y orientacio´n. Debido a la funciona-
lidad de cada cadena de ADN, so´lo el orden correcto de las porciones produce una
respuesta gene´tica concreta, identificando as´ı la salida de la computacio´n.
(a) (b)
Figura 5.1: Dos posibles configuraciones resultado de la actividad de la prote´ına Hin sobre
los sitios de recombinacio´n hix (representados por hexa´gonos). a) Configuracio´n erro´nea
por dos motivos: orden de las porciones (la mayor se situ´a sobre la menor) y la segunda
porcio´n esta´ invertida (el color gris simboliza la parte quemada). Como consecuencia, el
gen no se expresa. b) Colocacio´n correcta de los mo´dulos de ADN que concluye en la
expresio´n del gen estructural.
En la figura 5.1 puede observarse la correspondencia entre la abstraccio´n del
problema y su codificacio´n gene´tica equivalente.
De las dos porciones que conforman la entrada de este ejemplo, a la menor se
la representa mediante un promotor1 y al mayor se le hace corresponder un gen es-
tructural con informacio´n de resistencia antibio´tica2. Ambas regiones se encuentran
flanqueadas por sitios de recombinacio´n espec´ıfica hixC que permiten su inversio´n e
intercambio3.
Para formalizar las posibles soluciones, se indica con el nu´mero 1 la posicio´n
del promotor que habilita su actividad hacia la derecha de la imagen, con el nu´mero
−1 su posicio´n inversa, con el nu´mero 2 la posicio´n del gen con la flecha hacia la
1Concretamente, el promotor Lac (pLac).
2Se usa un gen resistente a la tetracilina.
3Todos los mo´dulos rodeados por sitios hixC son susceptibles de inversio´n e intercambio por la
accio´n de la prote´ına Hin.
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derecha y con el nu´mero −2 la posicio´n inversa del gen. De esta manera, las ocho
posibles formas de combinar las dos porciones son:
(1, 2), (1,−2), (−1, 2), (−1,−2), (2, 1), (2,−1), (−2, 1), (−2,−1) (5.1)
Las soluciones que se muestran en la figura 5.1 corresponden a los casos (2,−1)
(5.1a) y (1, 2) (5.1b) y so´lo la segunda representa la solucio´n correcta al problema.
Esto es debido a que los mo´dulos de ADN presentan una direccio´n espec´ıfica (5’ a
3’) y requieren una ordenacio´n concreta para su funcionamiento. As´ı, el promotor
debe inducir la expresio´n de un gen estructural que se encuentre dirigido hacia el
mismo sentido que e´l (siendo igual de va´lida la solucio´n inversa (-2, -1)).
Al ser un algoritmo desarrollado por ce´lulas vivas en una poblacio´n, la compu-
tacio´n es totalmente auto´noma y al cabo de un determinado tiempo de cultivo, las
salidas del problema estara´n disponibles para ser le´ıdas.
El hecho de codificar una de las porciones del bizcocho (la ma´s larga) en un
gen con informacio´n de resistencia a antibio´ticos, facilita la lectura de los resultados.
As´ı, aquellas bacterias que contengan la solucio´n (1, 2) o la (−2,−1) expresan dicha
resistencia por lo que la introduccio´n en la poblacio´n del antibio´tico correspondiente
elimina a todas las dema´s posibles soluciones.
Es importante notar que la salida a este experimento se esta´ midiendo de
un modo estrictamente digital con dos estados: bacteria resistente y bacteria no
resistente. Con el motivo de ampliar la variedad en la salida de la computacio´n, el
desarrollo propuesto ma´s adelante (5.2) proporciona resultados analo´gicos situados
en gradiente.
5.1.2. Resolucio´n del HPP
Resolviendo el problema del camino Hamiltoniano (HPP) se pretende respon-
der si hay o no una ruta que recorra todos los nodos de un grafo dirigido desde uno
inicial a otro final pasando una u´nica vez por cada uno.
Los autores de este experimento [Bau09] construyen un computador bacteriano
similar al definido en el apartado anterior en el que cada bacteria tiene la capacidad
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de evaluar las posibles soluciones del problema planteado y explorar el espacio de
bu´squeda gracias nuevamente al complejo Hin/hix.
A diferencia del experimento anterior, la salida aqu´ı se da en forma de in-
formacio´n lumı´nica en lugar de resistencia antibio´tica (lo que continua siendo una
salida booleana). De esta manera, aquella bacteria de la poblacio´n que encuentre
una solucio´n al problema, expresara´ luz amarilla siguiendo la metodolog´ıa expuesta
a continuacio´n.
La instancia del problema que se pretende resolver consta de un grafo dirigido
cuya especificacio´n es la siguiente:
• Nodos. El grafo consta de 3 nodos:
. RFP: Nodo inicial, llamado as´ı por expresar luz fluorescente roja (Red
Fluorescent Protein).
. GFP: Nodo intermedio, llamado as´ı por expresar luz fluorescente verde
(Green Fluorescent Protein).
. STOP: Nodo final. Este nodo terminal no codifica ninguna informacio´n
gene´tica relevante.
• Conexiones: El grafo consta de 3 conexiones:
. Arista A: {RFP → GFP}
. Arista B: {RFP → STOP}
. Arista C: {GFP → STOP}
Este problema tiene un u´nico camino Hamiltoniano posible. E´ste comienza en
el nodo inicial (RFP), viaja a trave´s de la arista A hasta GFP y termina recorriendo
la arista B para acabar en el nodo final.
La figura 5.2 muestra el esquema de codificacio´n del problema en un segmento
de ADN. El comienzo de este segmento esta´ formado por un promotor seguido de la
primera mitad4 del nodo RFP. Esta estructura inicial es siempre fija ya que todos
4Recordar que los segmentos de ADN son mo´dulos siempre dirigidos en sentido 5’-3’.
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los posibles caminos han de empezar por el nodo inicial. Por lo tanto, el complejo
Hin/hix no varia en ningu´n caso la posicio´n de este sub-segmento inicial.
Figura 5.2: Segmento de ADN codificado para representar la informacio´n de entrada al
problema HPP que se propone. Los sitios de recombinacio´n hix son representados por
hexa´gonos y delimitan los mo´dulos intercambiables. La secuencia de stop se denota por
⊗. Las dos partes de un gen (5’ y 3’) deben estar situadas consecutivamente (el sitio hix
no interfiere) para formar una unidad funcional.
El resto del segmento esta´ formado por tres sub-segmentos delimitados por el
sitio espec´ıfico de recombinacio´n hixC y que, por tanto, pueden ser intercambiados
por la accio´n de la prote´ına Hin. Estos mo´dulos corresponden con las aristas del
grafo de manera que: la arista A esta´ formada por la segunda mitad del nodo RFP
ma´s la primera de GFP; la arista B esta´ formada por la segunda mitad del nodo
GFP y la cadena de terminacio´n; la arista C esta´ formada por la segunda mitad de
RFP ma´s la cadena de terminacio´n.
So´lo al situarse las dos mitades de un gen de fluorescencia de forma consecutiva
se podra´ inducir la expresio´n lumı´nica, siendo el color de e´sta la salida esperada.
De esta forma, la expresio´n del u´nico camino Hamiltoniano (el de la figura
5.2) producira´ luz roja y verde al mismo tiempo, resultando en bacterias con color
amarillo. El resto de soluciones producidas por las inversiones e intercambios de la
prote´ına Hin resultan en bacterias que expresan o bien luz roja o bien ninguna luz.
Es interesante ver como el computador bacteriano del experimento in-vivo
muestra comportamientos impredecibles a priori. Una muestra es la gama de colores
inesperados que se obtuvieron: verde, naranja, rosa y verde amarillento. Ese hecho
es debido al cara´cter difuso de los seres con los que se trabaja.
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5.2. Definicio´n del algoritmo celular propuesto
En esta seccio´n se presenta el algoritmo que, utilizando un computador bac-
teriano, debe resolver una instancia del problema del viajante (TSP5) utilizando
como herramienta principal la recombinacio´n aleatoria proporcionada por el com-
plejo Hin/hix.
El problema TSP es un problema NP-Completo en el que, dado un grafo no
dirigido G = {N,A}, donde N es el conjunto de nodos en el grafo y A el conjunto de
aristas que los une, hay que encontrar el camino ma´s corto posible que visite cada
nodo exactamente una vez partiendo de un determinado nodo inicial. Para ello, cada
arista del conjunto A esta´ formada por una tupla [Co, Cd, D] en la que Co representa
la ciudad origen, Cd la ciudad destino y D la distancia espec´ıfica de esa arista.
La complejidad extra que acarrea el TSP radica en su salida. As´ı, se ha visto
como el HPP presentaba una salida completamente booleana al encontrar o no
un camino Hamiltoniano en el grafo. Dada una posible solucio´n del HPP es posible
evaluarla sin tener en cuenta el resto del espacio de bu´squeda del problema. Es decir,
basta con comprobar las condiciones que ha de cumplir un camino Hamiltoniano para
saber si esa posible solucio´n es va´lida o hay que continuar el proceso de computacio´n.
De modo similar el problema BPP ha de dar como salida la u´nica ordenacio´n
correcta de todas las porciones de bizcocho, no siendo va´lidas las dema´s configu-
raciones que se puedan formar durante el problema. El punto en comu´n entre este
problema y el HPP se encuentra en la forma de evaluar las posibles soluciones. Pa-
ra ambos, la informacio´n que aporta un so´lo individuo del espacio de bu´squeda es
suficiente para: 1) dar una respuesta positiva al problema, o´ 2) continuar el proceso
de bu´squeda de la solucio´n.
Sin embargo, al ser la salida del TSP el camino ma´s corto de todos los posibles,
el proceso de evaluacio´n de las posibles soluciones ha de contar con el resto del
espacio de bu´squeda ya evaluado. Esto es as´ı ya que se debe comparar la distancia
5Del ingle´s Traveling Salesman Problem.
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del individuo que esta´ siendo evaluado con la distancia de los dema´s.
Es por ello que una salida estrictamente digital que se base en la validez o no
(expresio´n lumı´nica o no) de una determinada solucio´n local no es adecuada para
este desarrollo. El algoritmo propuesto en este apartado produce, en lugar de una
sen˜al lumı´nica digital, una expresio´n de los genes de fluorescencia gradual basada
en su intensidad [Hei95] [Sha05]. Es decir, la intensidad lumı´nica que muestre una
bacteria dependera´ de la distancia del camino o individuo del espacio de bu´squeda
que haya formado.
De esta forma, la bacteria que contenga la solucio´n del problema sera´ fa´cil-
mente detectada gracias a la salida analo´gica en gradiente que presenta la poblacio´n.
5.2.1. Disen˜o del biodispositivo
La instancia del TSP para la cual el algoritmo da respuesta, consta de un grafo
no dirigido cuya especificacio´n es la siguiente:
• Nodos: X -nodo inicial-, Y y Z.
• Conexiones: A ser un grafo no dirigido, todos los nodos se encuentran conec-
tados entre s´ı. Las distancias se especifican de la siguiente manera:
. Conexio´n X − Y o´ Camino 1: Distancia larga.
. Conexio´n X − Z o´ Camino 2: Distancia media.
. Conexio´n Y − Z o´ Camino 3: Distancia corta.
Ya que la solucio´n al problema debe ser presentada en forma de secuencia
de caminos, cada uno se correspondera´ con un gen de fluorescencia cuya expresio´n
lumı´nica var´ıe en intensidad dependiendo de la longitud de e´ste. De esta manera,
las posibles soluciones al problema planteado son secuencias de genes con diferentes
intensidades que sera´n sumadas en el interior de la bacteria para expresar la fluores-
cencia correspondiente a la longitud total de los caminos que forman un individuo
concreto.
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Para la implementacio´n in-vivo de este disen˜o (al igual que los anteriores
experimentos) todas las ce´lulas que pertenezcan a la poblacio´n bacteriana proceden
de una misma cepa modificada transge´nicamente y por tanto, todas las bacterias
presentan el mismo conjunto de funcionalidades.
Para construir un biodispositivo complejo en el que haya bacterias con carac-
ter´ısticas y roles diferenciados hace falta disen˜ar tambie´n las comunicaciones entre
ellas con el fin de sincronizar sus funciones computacionales. La tercera parte de la
presente Tesis Doctoral tratara´ sobre e´ste u´ltimo aspecto de la computacio´n bacte-
riana.
La utilizacio´n del mecanismo Hinhix confiere a la comunidad una caracter´ıstica
u´nica entre los biodispositivos uni-cepa: la capacidad de comportamiento aleatorio.
Esto es as´ı ya que a diferencia de una poblacio´n en la que cada bacteria
responda de la misma manera a un est´ımulo sin haber lugar a comportamientos
alternativos, la accio´n de la prote´ına Hin sobre los sitios de recombinacio´n espec´ıfica
hix da lugar a fragmentos funcionales de ADN distintos en cada ce´lula.
Es por ello que este paradigma de co´mputo puede ser visto como el paso
inmediatamente anterior a la computacio´n con comunidades de bacterias multi-cepa.
El segmento de ADN en el que se codifican los datos iniciales del problema se
especifica en la figura 5.3. Siendo e´ste un mo´dulo similar a los codificados en expe-
rimentos anteriores, una importante ventaja (aparte del comportamiento analo´gico
de la salida) radicar´ıa en la localizacio´n de e´ste.
Hoy en d´ıa, la investigacio´n centrada en el genoma bacteriano y su secuencia-
cio´n han revelado la existencia de los denominados neutral sites o sitios neutrales
en el genoma de las bacterias, de forma que la insercio´n de mo´dulos funcionales en
estas partes del genoma no afectan en absoluto las funcionalidades de la ce´lula y su
viabilidad. Son estos sitios buena alternativa a los pla´smidos como portadores de
la informacio´n del problema, evitando as´ı muchos inconvenientes derivados del uso
de e´stos tales como procesos de conjugacio´n incontrolados o la necesidad de usar
antibio´ticos.
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Referente a la codificacio´n del segmento 5.3 y cumpliendo los requisitos inicia-
les del problema, se considera que:
• Conjunto RBS1 + gen Camino1: expresio´n lumı´nica alta.
• Conjunto RBS2 + gen Camino2: expresio´n lumı´nica media.
• Conjunto RBS3 + gen Camino3: expresio´n lumı´nica baja.
Es importante notar que en el segmento de codificacio´n hay so´lo dos pro-
motores de manera que dos u´nicos genes (todos los caminos del problema esta´n
compuestos por dos genes) pueden ser expresados a la vez en una bacteria concreta.
Figura 5.3: Fragmento de ADN correspondiente a la codificacio´n de los datos del proble-
ma propuesto. La secuencia de stop se denota por ⊗. RBS: Ribosome Binding Site. Los
mo´dulos formados por RBS1+Camino1+⊗ y RBS2+Camino2+⊗ esta´n rodeados por
sitios de recombinacio´n hix.
Ya que las posibles soluciones a este TSP de tres nodos deben acabar por re-
correr el Camino3, la posicio´n en que se coloca e´ste en el segmento de codificacio´n
debe permanecer inalterada siendo este gen expresado en cualquier solucio´n forma-
da. No es as´ı en el caso del resto de caminos, los cuales no pueden formar parte
simulta´neamente de la misma solucio´n.
Por consiguiente, los sitios de recombinacio´n espec´ıfica hix son situados ro-
deando los genes Camino1 y Camino2. La finalidad es permitir a cada bacteria el
intercambio aleatorio entre ambos.
Como resultado a este proceso, el par de genes {Camino1, Camino3} o el
par {Camino2, Camino3} sera´ expresado en cada ce´lula de la poblacio´n. As´ı, se
consigue que empleando una u´nica sen˜al de salida como es la fluorescencia de un color
espec´ıfico, el significado de e´sta se aumente mediante la graduacio´n en intensidad
de la solucio´n.
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5.2.2. Simulacio´n computacional
En este apartado se lleva a cabo la simulacio´n computacional del biodispositivo
disen˜ado anteriormente con el fin de mostrar gra´ficamente el comportamiento de la
comunidad.
Es importante aqu´ı hacer un estudio de las ecuaciones utilizadas en la simu-
lacio´n de la expresio´n gene´tica ya que son las mismas que gu´ıan las simulaciones de
los posteriores desarrollos de esta Tesis Doctoral. Esta´n basadas en las ecuaciones
diferenciales de Michaelis-Menten6 las cuales se detallan a continuacio´n as´ı como su
traduccio´n al problema que se pretende simular.
La ecuacio´n tipo para representar la transcripcio´n gene´tica por parte de un
promotor de un determinado gen estructural esta´ marcada por la tasa de produccio´n
menos la de degradacio´n, siendo esta u´ltima una tasa estrictamente lineal.
Esta ecuacio´n se define de la forma siguiente:
µ(t) = p(t)− δµ(t) (5.2)
donde µ(t) representa la expresio´n gene´tica final, p(t) la tasa de produccio´n y δµ(t)
la tasa lineal de degradacio´n.
La tasa de produccio´n depende del tipo de promotor (inducible, represible o
constitutivo), las caracter´ısticas del factor de transcripcio´n (FT) (simple, mu´ltiple,
nivel de transcripcio´n, etc...) y la actividad del promotor, entre otras cosas.
El modelo que representa la tasa de produccio´n de un promotor inducible, por
el cual el FT incrementa la tasa de transcripcio´n, se define como:
p(t) = β
FT
γ + FT
+ α (5.3)
donde β identifica la tasa ma´xima de transcripcio´n, γ representa una constante de
saturacio´n y α una constante de transcripcio´n por defecto (la cual, por simplificacio´n,
se considerara´ nula en posteriores desarrollos).
6www.biochemweb.org
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El modelo correspondiente a la accio´n de un promotor represible por accio´n
externa es:
p(t) = β
1
γ + FT
+ α (5.4)
donde las variables presentan el mismo significado que en la ecuacio´n 5.3. Ahora, el
FT disminuye la tasa de transcripcio´n.
Sustituyendo el valor de la variable p(t) en la ecuacio´n 5.2 y considerando
un factor de transcripcio´n FT variable en el tiempo, se obtiene para el caso de un
promotor inducible la siguiente ecuacio´n de transcripcio´n gene´tica:
µ(t) = β
FT (t)
γ + FT (t)
− δµ(t) (5.5)
Si FT no var´ıa en el tiempo se obtiene, en el caso de un promotor inducible,
la siguiente ecuacio´n de transcripcio´n gene´tica:
µ(t) = β
FT
(γ + FT )δ
(5.6)
la cual alcanza un estado estable.
Por u´ltimo, cabe destacar la accio´n del proceso de translacio´n para formar la
prote´ına final. Este proceso an˜ade una degradacio´n a la produccio´n de prote´ınas, la
cual es proporcional a la cantidad de mRNA resultado de la transcripcio´n gene´tica
µ(t). As´ı, esta ecuacio´n se define de la forma:
η(t) = λµ(t)− δpη(t) (5.7)
donde λ es una constante y δp el factor de degradacio´n de la produccio´n prote´ica
η(t).
Siendo a d´ıa de hoy imposible simular todos los procesos metabo´licos internos
de una ce´lula para obtener resultados 100 % fiables, se presenta aqu´ı la simulacio´n
del comportamiento de los mecanismos ba´sicos involucrados en la expresio´n gene´tica
tales como promotores, RBS, mRNA o genes [Kid07], con el objetivo de emular el
uso de biobricks78.
7Harvard MIT and UCSF joint project. http://www.biobricks.org/
8Se pueden encontrar modelos matema´ticos actualizados en la pa´gina web del projecto Open-
WetWare. http://www.openwetware.org
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Se definen as´ı las siguiente ecuaciones:
PoPsout = Kt (5.8)
PoPsout =
maxKr [activator]
Kd + [activator]
(5.9)
PoPsout =
maxKt
Kd + [activator]
(5.10)
d [mRNA]
dt
= PoPsin −Kdeg [mRNA] (5.11)
SynthesisRate = Ktr [mRNA] (5.12)
d [protein]
dt
= SynthesisRate−Kdeg [protein] (5.13)
cuya explicacio´n se detalla a continuacio´n:
• La ecuacio´n 5.8 es una ecuacio´n lineal y constante que representa la actividad
de un promotor constitutivo.
• Las ecuaciones 5.9 y 5.10 corresponden a los modelos de Michaelis-Menten
5.3 y 5.4 de promotores inducibles y represibles respectivamente. Para ello, se
considera la variable α como nula.
• La ecuacio´n 5.11 resta la degradacio´n en la trascripcio´n δµ(t) de la ecuacio´n
5.2 mediante la constante Kdeg. Se simula as´ı la actividad del mRNA.
• La ecuacio´n 5.12 representa la accio´n de la tasa de transcripcio´n β, siendo un
s´ımil de la actividad del RBS (Ribosome Binding Site).
• La ecuacio´n 5.13 simula la accio´n del factor de degradacio´n δpη(t) en la pro-
duccio´n de proteinas de la ecuacio´n 5.7 mediante la constante Kdeg.
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Muchas de las ecuaciones anteriores son no lineales representando as´ı el movi-
miento, evolucio´n y comportamiento de los procesos celulares. Sin embargo, y debido
a que el motivo de simular bloques de biobricks es poder construir y disen˜ar sistemas
gene´ticos complejos utilizando un conjunto reducido de bloques, las aproximaciones
matema´ticas de las ecuaciones lineales permitir´ıan un ca´lculo ma´s sencillo de los
resultados.
Un modelo basado en biobricks simulados con ecuaciones diferenciales ordina-
rias (ODE’s) tendr´ıa un nu´mero alto de para´metros locales con el fin de especificar
la tasa de cambio del sistema. Cuanto mayor es el circuito a disen˜ar mayor es tam-
bie´n el nu´mero de para´metros a definir lo cual aumentar´ıa la tasa de errores y la
dificultad en el disen˜o.
Por ello se realizan procesos de linealizacio´n sobre aquellas ecuaciones no li-
neales que se necesitan para la construccio´n de los bloques [Kid07].
Se llega as´ı a obtener las ecuacio´n siguiente:
mRNA [out]
PoPs [in]
=
1
s+Kdeg
(5.14)
resultado de linealizar la ecuacio´n 5.11
Igualmente se obtiene:
Protein [out]
SynthesisRate [in]
=
1
s+Kdeg
(5.15)
como resultado de la linealizacio´n de la ecuacio´n diferencial 5.13.
En las simulaciones del biocircuito y el oscilador propuestos en la tercera parte
de esta Tesis se explica con ma´s detalle el uso de los biobricks simulados construidos
con estas ecuaciones. Por tanto, aqu´ı se especifican u´nicamente los resultados finales
de la simulacio´n de la comunidad bacteriana modificada para resolver el TSP de 3
nodos.
La figura 5.4 muestra los resultados de la simulacio´n donde dos gra´ficos dife-
rentes, correspondientes a la expresio´n de cada camino (gra´fica 5.4a) y al compor-
tamiento global de la comunidad (gra´fica 5.4b), se miden en te´rminos de tiempo e
intensidad.
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En la gra´fica 5.4a se observan tres funciones de salida cuya intensidad es
directamente proporcional a la longitud de los caminos mientras que la gra´fica 5.4b
muestra la fluorescencia correspondiente a la formacio´n de las dos rutas solucio´n
posibles al TSP propuesto. La aparicio´n de estas dos u´ltimas rutas significa que dos
subgrupos bacterianos pueden ser visualmente distinguidos en la poblacio´n inicial,
donde cada uno expresa una diferente intensidad lumı´nica correspondiendo al par
{Camino1, Camino3} o {Camino2, Camino3} que se encuentra codificado en cada
una de sus bacterias.
(a) (b)
Figura 5.4: Resultados de la simulacio´n del TSP. a) Gra´fica que muestra la expresio´n
de los tres caminos por separado; Camino1 (+); Camino2 (·); Camino3 (). b) Gra´fica
que muestra la expresio´n lumı´nica de los dos posibles tipos de bacterias formadas por el
algoritmo: las que contienen el recorrido {Camino1, Camino3} (×) y las que contienen
codificado el recorrido {Camino2, Camino3} (◦).
Cabe destacar que, aparte de los dos niveles de fluorescencia mostrados en la
5.4b aparecer´ıan en la poblacio´n bacterias con otro tipo de fluorescencia: la corres-
pondiente al Camino3. Esto es debido al funcionamiento del complejo Hin/hix ya
que, en ocasiones, adema´s de cambiar de lugar los genes, e´stos se giran (segu´n el eje
transversal) dando como resultado un segmento de ADN sobre el que no funciona
la actividad del promotor.
La caracter´ıstica de inversio´n que presta el complejo Hin/hix es cada d´ıa ma´s
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maleable y puede llegar a ser pra´cticamente inapreciable. Su presencia en la simu-
lacio´n dependera´ del valor probabil´ıstico que se le atribuya.
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En cap´ıtulos anteriores se aborda la computacio´n celular considerando la bac-
teria como objeto u´ltimo de co´mputo. Es decir, los desarrollos vistos hasta ahora
se disen˜an de forma que el problema completo (de principio a fin) se resuelva en
el interior de la ce´lula. As´ı en una poblacio´n de bacterias habra´ tantas copias del
computador celular como ce´lulas y es la estructura interna de una bacteria aislada
lo u´nico importante.
Sin embargo, la naturaleza emplea las bacterias de una forma muy distinta
agrupa´ndolas en sociedades llamadas biopel´ıculas [Cos95] [Cos99] (biofilms en ingle´s)
en las que cientos de distintas especies bacterianas forman una comunidad estable
y robusta mediante sus habilidades de coordinacio´n y comunicacio´n. El objetivo de
poder alterar y modificar estas comunicaciones en un laboratorio para servir a fines
espec´ıficos representa un importante reto en la ciencia que todav´ıa esta´ en una fase
muy inicial [Bal10].
As´ı, esta tercera parte propone tres disen˜os de comunidades heteroge´neas1 de
1Se entiende aqu´ı por comunidad heteroge´nea a aquella comunidad con ma´s de una cepa bac-
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bacterias que persiguen un objetivo comu´n.
El control y manipulacio´n de la comunicacio´n y sincronizacio´n extracelular e
intercelular es la base en la que se fundamentan estos disen˜os mediante protocolos o
arquitecturas de comunicaciones espec´ıficos aplicados a los problemas que se quieran
resolver. Ma´s alla´ de explotar las funcionalidades de comunicacio´n entre bacterias
de la misma cepa, estos desarrollos exploran las posibilidades que la mezcla de cepas
bacterianas en un mismo cultivo pueden tener para la formacio´n de sociedades que
emulen aquellas formadas naturalmente.
Es importante notar que no se emplean distintas especies en el disen˜o de los
biodispositivos sino varias cepas transge´nicamente modificadas de la misma especie
de bacteria. Debido a la amplia gama de posibilidades de manipular las funcionali-
dades de una ce´lula2, lo cual lleva a formar cepas muy diferentes entre s´ı, se podr´ıa
introducir el te´rmino de especies artificiales ya que las cepas no son de distintas
especies pero tampoco presentan los suficientes rasgos comunes para considerarlas
como tal.
Partiendo de dos protocolos de comunicaciones de propo´sito general usados por
las bacterias en la naturaleza, la transferencia horizontal de informacio´n gene´tica y el
quorum sensing, se especifican tres arquitecturas cuyas aplicaciones son: resolucio´n
de una instancia del problema SAT, construccio´n de un circuito lo´gico XOR y el
disen˜o de una sen˜al s´ıncrona de oscilacio´n.
Al igual que los investigadores e inventores de las Ciencias de la Computacio´n
basaron sus desarrollos en una sola unidad de proceso antes de expandir el objetivo
a la computacio´n paralela, la Biolog´ıa Sinte´tica se centra durante su primera fase,
en la creacio´n de computadores o unidades de proceso unicelulares. As´ı, resulta
conveniente echar un vistazo de manera poco profunda a los principales modelos de
paralelizacio´n de procesadores para que e´stos sirvan de inspiracio´n en los siguiente
modelos de computadores bacterianos.
teriana.
2Incluyendo la s´ıntesis de ce´lulas mı´nimas, como se vera´ ma´s adelante.
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6.1. Procesamiento paralelo
La computacio´n paralela es un me´todo por el que se dividen grandes problemas
en tareas o procesos ma´s pequen˜os y surge como una respuesta de la arquitectura
de computadores a las crecientes demandas de potencia de co´mputo de los usuarios.
Hasta hace poco tiempo la mayor´ıa de los ordenadores eran uniprocesadores (cuentan
con un solo procesador) y esto quiere decir que realizan procesamiento secuencial y
u´nicamente pueden llevar a cabo una accio´n en un momento determinado.
Esto se contrarresta con la aparicio´n de arquitecturas de computadores com-
plejas que implementan ciertos servicios de concurrencia dando la impresio´n de pa-
ralelismo. Estas soluciones son realmente eficaces, ya que mejoran el rendimiento del
ordenador, pero no dejan de ser soluciones secuenciales.
Desde hace ma´s de 30 an˜os, investigadores de todo el mundo han centrado su
atencio´n en el procesamiento paralelo. La posibilidad de realizar no una sino ma´s
acciones en un determinado momento es, en verdad, muy atractiva.
La idea ba´sica que hay detra´s del procesamiento paralelo es que varios dis-
positivos de proceso (procesadores), ejecutando simulta´nea y coordinadamente las
tareas, puedan rendir ma´s y mejor que un u´nico dispositivo de las mismas carac-
ter´ısticas. Se trata ahora, por tanto, de buscar que´ innovaciones tecnolo´gicas son
necesarias para hacer posible este desarrollo. El concepto de procesamiento paralelo
que se ha explicado se observa en la figura 6.1, que ilustra el objetivo de la para-
lelizacio´n como la descomposicio´n en subtareas de una tarea mayor con el fin de
resolverla en un periodo de tiempo menor.
Existen muchas maneras de disen˜ar una arquitectura paralela. Antes de pa-
sar a definir las principales arquitecturas hay que familiarizarse con un te´rmino: la
escalabilidad. La escalabilidad se define como la capacidad de un sistema (hardwa-
re/software) paralelo en ampliar el nu´mero de procesadores manteniendo un incre-
mento de la eficiencia.
La escalabilidad depende fundamentalmente de los recursos que los procesado-
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Figura 6.1: Concepto del procesamiento paralelo
res compartan y de la aplicacio´n que va a usar la arquitectura paralela. Obviamente,
dependiendo del modelo de funcionamiento de la aplicacio´n habra´ que pensar en un
modo u otro de arquitectura. Los recursos compartidos se pueden ver sobrecargados
si son muchos los procesadores que intentan acceder a ellos. Con todo ello se aprecia
que no resulta nada fa´cil la tarea de aumentar la escalabilidad de una arquitectura
paralela.
Aunque la presente Tesis Doctoral no tenga el objetivo de proponer nuevos
modelos de paralelizacio´n de procesadores ni estudiar en detalle e´stos, s´ı es conve-
niente mostrar los conceptos ba´sicos de la paralelizacio´n digital como antecedentes
de la paralelizacio´n biolo´gica que se presenta en esta tercera parte. Se pueden men-
cionar tres tipos principales de arquitecturas paralelas que siguen los ordenadores
ele´ctricos actualmente: multiprocesamiento sime´trico, procesamiento masivamente
paralelo y procesamiento escalar.
A la vista de los tres modelos explicados a continuacio´n, es notable la inspi-
racio´n que gu´ıa el desarrollo de los disen˜os celulares de cap´ıtulos posteriores.
6.1.1. Multiprocesamiento sime´trico
E´ste es un modelo de multiprocesador el cual esta´ dotado de un u´nico sistema
operativo que proporciona interaccio´n entre los procesadores y sus programas a
nivel de procesos y datos. Tiene un solo espacio de memoria compartido por lo que
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es llamado un sistema fuertemente acoplado (como se ve en la figura 6.2). El hecho
de que tenga una sola memoria global hace que el problema de la escalabilidad
sea realmente fuerte en este tipo de arquitectura ya que son muchos los recursos
a compartir. En multiprocesadores de este tipo el rendimiento del sistema suele
subir hasta los nueve procesadores conectados. Por encima de nueve procesadores,
el rendimiento cae. Como ventaja cabe destacar la facilidad de programacio´n.
Figura 6.2: Arquitectura de multiprocesamiento sime´trico
Son varias las similitudes que se encuentran, desde el punto de vista compu-
tacional, entre el esquema de la figura 6.2 y una comunidad de bacterias. As´ı, cada
procesador equivaldr´ıa a una bacteria individual y la memoria compartida a la solu-
cio´n nutriente que sirve como sustrato y contenedor a las ce´lulas. El bus del sistema
lo forman los mecanismos que permiten a la ce´lula expulsar al exterior una mole´cula
producida por cascadas metabo´licas internas.
Esto es as´ı ya que uno de los principales paradigmas de comunicacio´n celular,
el me´todo de quorum sensing, basa su funcionamiento en la presencia o ausencia
de mole´culas espec´ıficas producidas por las bacterias en la solucio´n nutriente. Es-
ta funcionar´ıa, por tanto, de memoria compartida en las que las ce´lulas escriben
y leen estas mole´culas para la correcta sincronizacio´n de la poblacio´n. En cap´ıtu-
los posteriores se especificara´ ma´s en detalle el funcionamiento de esta te´cnica de
comunicacio´n ce´lula-ce´lula.
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6.1.2. Procesamiento masivamente paralelo
E´ste es un modelo de multicomputadora. Recibe este nombre por estar for-
mado por mu´ltiples computadoras independientes, cada una con su procesador y
su memoria. Debido a que no comparte memoria evita los cuellos de botella que
se produc´ıan en el caso anteriormente estudiado. La informacio´n que tengan que
intercambiar este estilo de multicomputadoras se realiza mediante paso de mensajes
formando as´ı una topolog´ıa de red como se muestra en la figura 6.3.
Esta arquitectura permite la construccio´n de sistemas de gran taman˜o, con
cientos e incluso miles de procesadores, por lo que e´sta es una tecnolog´ıa altamente
escalable. A medida que aumente el nu´mero de procesadores el rendimiento se in-
crementara´, siendo el gran inconveniente el coste y el espacio f´ısico requerido para
la correcta implementacio´n de este modelo.
Figura 6.3: Arquitectura del procesamiento masivamente paralelo
Este modelo de paralelizacio´n no va a servir de inspiracio´n para los disen˜os
presentados en esta tercera parte debido a la complejidad en la equivalencia de este
modelo con una poblacio´n de bacterias. Sin embargo, s´ı que pueden extraerse de
aqu´ı interesantes conclusiones como la modificacio´n de la fisionomı´a de la poblacio´n
para permitir el uso de memorias localizadas.
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Ya se han desarrollado varios trabajos describiendo diferentes sustratos orga´ni-
cos (hidrogel) e inorga´nicos (sol-gel) para estabilizar las bacterias [Bje06] as´ı como
me´todos de la´ser para situar bacterias en formaciones espec´ıficas tales como matrices
en distintas superficies [Bar04]. De este modo se puede restringir el a´rea de accio´n
de cada bacteria habilitando los procesos de lectura de las mole´culas a determinadas
bacterias.
6.1.3. Procesamiento escalable
Es un modelo h´ıbrido entre los dos anteriores. Se basa en utilizar dos nive-
les de memoria, una para uso particular de cada procesador y otra para compartir
entre todos (figura 6.4). Esta arquitectura combina las ventajas de las ya vistas
anteriormente: es fa´cilmente programable y de gran escalabilidad. Si con un proce-
sador, esta arquitectura trabajar´ıa al 100 % de su capacidad de procesamiento, con
16 procesadores el rendimiento del computador se ver´ıa incrementado a un 1100 %.
Figura 6.4: Arquitectura de procesamiento escalable
Otra visio´n de la memoria distribuida, ma´s fiel a la realidad biolo´gica, es consi-
derar e´sta como el espacio interior a cada membrana celular. En efecto, los procesos
metabo´licos que tienen lugar en el interior de una bacteria no son compartidos por
las dema´s, por lo que cada bacteria de la poblacio´n cuenta con su propia memoria
privada.
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De esta forma, la figura 6.4 es la que ma´s fielmente refleja la equivalencia con
los disen˜os bacterianos que se presentara´n en cap´ıtulos posteriores. Por otro lado,
el intercambio de informacio´n gene´tica que ocurre en el paradigma de transferencia
horizontal, necesita del contacto entre ce´lulas para poder realizarse. Este intercam-
bio se llevar´ıa a cabo desde memoria privada a memoria privada, sin pasar por la
memoria comu´n. Ser´ıa por tanto necesaria la existencia de un bus similar al del mo-
delo de la figura 6.3 entre las memorias distribuidas. Este bus permitir´ıa los flujos
de informacio´n gene´tica.
6.2. Paralelismo natural
Hasta hace poco ma´s de 20 an˜os se consideraba a la bacteria como un ser no
social e individual, incapaz de mantener comunicacio´n alguna con el exterior. La
cualidad de comunicacio´n se cre´ıa propiedad de organismos superiores como los hu-
manos. Sin embargo, el descubrimiento de modelos de sociedades bacterianas en las
que un fin colectivo mov´ıa a las bacterias hacia comportamientos de sincronizacio´n
entre ellas, resulto´ un importante descubrimiento. Hoy en d´ıa, sigue teniendo gran
importancia en el mundo de la investigacio´n el estudio de estas sociedades y las
capacidades de colaboracio´n de las bacterias.
El reduccionismo3 que ha guiado los estudios de la biolog´ıa durante cientos de
an˜os hac´ıa imposible el estudio de estos feno´menos sociales ya que el ensamblaje de
pequen˜as partes no es suficiente para explicar e´stos. Por ello, en los u´ltimos an˜os se
aborda el problema de las sociedades y biopel´ıculas de bacterias desde un punto de
vista holista4.
Desde la regulacio´n gene´tica en el interior de la ce´lula a las sociedades de
bacterias, la microbiolog´ıa esta´ experimentando una nueva fase que enfatiza las in-
teracciones de diversos elementos que forman una comunidad. Esta nueva visio´n
3Enfoque segu´n el cual, la reduccio´n a las partes es suficiente para el entendimiento del todo.
4Enfoque segu´n el cual, las propiedades de un sistema no pueden ser explicadas por el detalle
de sus partes por s´ı solo.
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esta´ cambiando la comprensio´n de la fisiolog´ıa celular y la capacidad de tratar infec-
ciones bacterianas. Desde este punto de vista, se estudian biopel´ıculas de la cavidad
bucal [Kur07] que, con ma´s de 700 especies habitando en sociedad, son de una com-
plejidad asombrosa. En ellas, queda claro co´mo el todo es mucho ma´s que la simple
suma de sus partes y co´mo las interacciones entre especies llevan a funcionalidades
totalmente incomprensibles mediante el estudio de una especie aislada.
Es comprensible que la potencia de co´mputo, en cuanto a variedad de funcio-
nalidades se refiere, es mucho mayor en una sociedad de bacterias formada por varias
especies que en una poblacio´n con una sola especie bacteriana. En cap´ıtulos poste-
riores se hace hincapie´ en este aspecto, desarrollando modelos de biodispositivos en
los que varias cepas interaccionan para conseguir un fin comu´n.
Un claro indicativo del avance en el disen˜o sinte´tico de biodispositivos multi-
cepa es el nu´mero de estas usadas para crear sociedades con fines espec´ıficos. El
conocimiento actual sobre el metabolismo celular y el control que se tiene sobre
e´l, permite la creacio´n de dispositivos con apenas 2, 3, 4 o´ 5 cepas bacterianas,
mientras que en la naturaleza existen sociedades de ma´s de 700 especies como ya se
ha mencionado.
Esto indica que todav´ıa hay un largo camino que recorrer en la intencio´n de
modificar las capacidades de comunicacio´n y sincronizacio´n de las bacterias para
la consecucio´n de objetivos artificiales5. Los desarrollos en el campo de la Biolog´ıa
Sinte´tica de los u´ltimos an˜os basados en las capacidades de relacio´n de las bacterias
representan el comienzo de este camino, siendo los desarrollos de esta Tesis Doctoral
un intento de expandir estos comienzos hacia nuevos l´ımites.
Dos puntos clave son necesarios en la investigacio´n en este campo:
1. La profundizacio´n en los conocimientos sobre los mecanismos de sincronizacio´n
bacterianos.
5Se emplea aqu´ı el te´rmino obtetivos artificiales para hacer referencia a aquellos objetivos para
los cuales la naturaleza no busca respuesta. Por ejemplo, la resolucio´n de un problema matema´tico
no es un objetivo que resuelva ninguna bacteria en estado natural.
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2. La formalizacio´n de conceptos basados en la computacio´n y la analog´ıa de
e´stos con los conocimientos adquiridos en el paso previo.
Los estudios sobre las biopel´ıculas de la cavidad oral en la revisio´n de Kuramit-
su [Kur07] extraen conclusiones esquema´ticas importantes sobre las funcionalidades
caracter´ısticas que presentan las especies bacterianas que conforman estas socieda-
des. Las interacciones de las bacterias se centran en los siguientes aspectos:
• Los procesos de competicio´n entre bacterias por los nutrientes.
• Las interacciones sine´rgicas que pueden estimular el crecimiento o la supervi-
vencia de uno o ma´s residentes.
• La produccio´n de un antagonista por uno de los residentes el cual inhibe el
crecimiento de otro.
• Neutralizacio´n de un factor de virulencia producido por un residente por la
accio´n de otro.
• Interferencia en las cascadas metabo´licas de crecimiento de un residente por
otro de la sociedad.
De esta manera, una sociedad de bacterias tan amplia como las biopel´ıculas
de la cavidad bucal forman una micro-galaxia u´nica en la que todas las acciones
enumeradas anteriormente son entendidas como formas de guerra y paz entre los
residentes o especies bacterianas de la poblacio´n. En el cap´ıtulo referido a la creacio´n
de una sen˜al s´ıncrona de oscilacio´n se realizan simulaciones computacionales que
verifiquen el efecto que tienen en el disen˜o estas interacciones.
Aunque la mayor´ıa de estas relaciones entre ce´lulas puedan entenderse de una
forma negativa, en el sentido en que una especie intente eliminar a las dema´s en su
bu´squeda de la supervivencia, esto no es del todo cierto. Si as´ı fuera, la biopel´ıcula
acabar´ıa desapaceriendo o, al menos, el nu´mero de especies que la conforman de-
crecer´ıa ra´pidamente. Sin embargo esto no ocurre y la sociedad permanece estable
de una manera robusta. Esto indica que las relaciones van mucho ma´s alla´ de la
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agresio´n, comporta´ndose de una manera colaboracionista por el bienestar de la so-
ciedad. Incluye esta interaccio´n la transferencia horizontal de informacio´n gene´tica
entre especies de la poblacio´n con la finalidad de intercambiar aquella informacio´n
u´til para la supervivencia.
Au´n estando el conocimiento de estas interacciones en un estado muy ini-
cial, el intere´s del mundo de la investigacio´n es ma´ximo debido al potencial que
las aplicaciones desarrolladas en esta direccio´n pueden llegar a tener en aspectos
computacionales, ecolo´gicos o me´dicos.
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Las bacterias no son seres aislados desde el punto de vista social como se
pensaba tradicionalmente, sino que presentan sistemas de comunicacio´n complejos
[Kel06] con la finalidad de permitir, a la poblacio´n en la que viven, perseguir un fin
global.
Este cap´ıtulo aborda las cuestiones ba´sicas sobre bacterias en cuanto a ca-
pacidades de comunicacio´n se refiere para, partiendo de estos mecanismos poder
disen˜ar los biodispositivos con fines computacionales que se detallan en cap´ıtulos
posteriores.
Conviene comenzar familiariza´ndose con te´rminos referidos a las realidades
sociales de organismos superiores, como los animales, que son tambie´n aplicados a
las relaciones sociales de las bacterias [Col09] [Wes06]:
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• Altruismo: comportamiento entre bacterias de la misma especie que contribu-
ye al bienestar ajeno a expensas del propio. Este acto de solidaridad con la
poblacio´n bacteriana en la que habita supone un gasto de energ´ıa del indivi-
duo que lo lleva a cabo. No hay una relacio´n directa entre el bien conseguido
y el sacrificio que supone para la ce´lula ya que si bien esta accio´n no supone
una ventaja tal como la supervivencia de la especie, s´ı que puede acarrear
duras consecuencias como la muerte celular programada (apoptosis) del indi-
viduo. Sin embargo, en una poblacio´n relativamente grande, son necesarias las
acciones altruistas para la correcta funcionalidad de la especie.
• Canibalismo: es un comportamiento social de las bacterias de una poblacio´n
de la misma especie que demuestra la fuerte conciencia de conjunto. Los indi-
viduos de una poblacio´n tienen como objetivo ma´ximo la supervivencia de la
especie y, mediante el canibalismo, una determinado nu´mero de bacterias es
capaz de producir unas sustancias letales que acaben con la vida de los dema´s.
Este comportamiento que, a priori parece negativo, resulta de gran utilidad
cuando la poblacio´n no cuenta con los suficientes sustratos nutrientes y utiliza
los restos de las bacterias muertas como tales para el desarrollo normal.
• Cooperacio´n: comportamiento de varios grupos bacterianos de diferente es-
pecie (o diferentes cepas de la misma especie) mediante el cual, y siguiendo
protocolos de comunicacio´n bien especificados, sincronizan su desarrollo para
la supervivencia de todos ellos. Se trata de conseguir formar una comunidad
heteroge´nea estable y robusta.
• Competicio´n: comportamiento dentro de un ecosistema en el que dos o ma´s
especies bacterianas (o diferentes cepas de la misma especie) rivalizan por
algu´n factor esencial para la supervivencia de ambas. En una situacio´n de
competicio´n habra´, lo´gicamente, un ganador que sera´ el que logre el objetivo
por el que rivaliza. El resto de competidores saldra´n perjudicados o incluso
desaparecidos.
De entre todos los tipos de relacio´n posibles, la cooperacio´n es el compor-
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tamiento social ma´s interesante para el buen entendimiento de los desarrollos de
la presente Tesis Doctoral. En concreto, dos protocolos de comunicacio´n sirven co-
mo punto de partida para crear comunidades heteroge´neas en las que las bacterias
cooperen para lograr un fin colectivo u´nico: quorum-sensing y conjugacio´n bacteria-
na.
7.1. Quorum sensing
Se llama quorum-sensing [Jay08] a la comunicacio´n mediante el intercambio
de sen˜ales en forma de mole´culas entre varias bacterias de una poblacio´n. Esta
comunicacio´n se utiliza como una forma de sincronizacio´n y cooperacio´n en pos del
bienestar de la comunidad bacteriana en su totalidad.
Los sistemas de cooperacio´n basados en quorum-sensing fueron observados por
primera vez en la especie bacteriana Vibrio fischeri en la que se utiliza para controlar
la expresio´n lumı´nica de una sociedad [Ncl77]. Posteriormente, se han identificado
sistemas que utilizan el mismo tipo de comunicacio´n en muchas especies bacterianas
diferentes como Pseduomonas, Escherichia o Streptococcus.
Con el fin de detallar el funcionamiento de este mecanismo, es muy ilustrativo
el uso que hace de e´l la especie Vibrio fischeri ya que es protot´ıpico de los sistemas
de las bacterias Gram negativas. Este circuito ba´sico de quorum sensing basa su
funcionamiento en la regulacio´n del par de prote´ınas LuxR-LuxI que funcionan como
sensor y productor, respectivamente, de mole´culas sen˜alizadoras. La prote´ına que
funciona como sensor tiene como objetivo inducir la produccio´n lumı´nica.
Cuando se expresa el gen estructural que codifica la prote´ına LuxI se forma
e´sta, la cual es capaz de sintetizar la mole´cula de sen˜alizacio´n N-Acylhomoserine
lactone (AHL). Esta mole´cula tiene como caracter´ıstica especial la capacidad de ser
expulsada al exterior por la bacteria que la produce. En la imagen de la figura 7.1
se observa el ciclo de produccio´n de mole´culas AHL.
La figura 7.1a ilustra una situacio´n en la que la baja densidad celular en
una poblacio´n bacteriana determinada conduce a bajos niveles de las mole´culas de
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(a) (b)
Figura 7.1: Arquitectura ba´sica de un circuito de quorum sensing. LuxI: gen estructural
cuya expresio´n da lugar a las prote´ınas del mismo nombre. E´stas producen las mole´culas
AHL; P: prote´ına receptora LuxR; pLuxR: promotor inducible por la accio´n de LuxR;
Luciferase: gen objetivo con informacio´n gene´tica luminiscente. a) Comienzo del circuito,
las mole´culas no superan umbral. b) Final del circuito, las mole´culas superan umbral
expresando el reporter final.
sen˜alizacio´n y, consecuentemente, a la baja produccio´n de luminiscencia a trave´s de
la expresio´n de los genes de Luciferasa. A medida que la densidad celular aumenta,
la concentracio´n de las mole´culas AHL se hace ma´s presente tanto dentro como fuera
de las bacterias.
Cuando la concentracio´n de sen˜ales que hay en la solucio´n nutriente supera
un valor umbral espec´ıfico programado en la membrana celular de cada bacteria, las
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mole´culas AHL penetran en el interior de las ce´lulas activando las prote´ınas LuxR.
La figura 7.1b representa este comportamiento en el que la prote´ına LuxR, una vez
activada, actu´a como factor de transcripcio´n inductor del promotor pLuxR. A su vez,
este promotor facilita la expresio´n del gen de Luciferasa que codifica informacio´n
lumı´nica.
De esta forma, la poblacio´n de bacterias se asegura que producira´n luz todas
al mismo tiempo de una manera s´ıncrona. La comunicacio´n exitosa mediante el me-
canismo de quorum sensing proporciona una poderosa herramienta para el disen˜o
de biodispositivos basados en bacterias transge´nicas. Esto es, en parte, gracias a
la maleabilidad del mecanismo que permite disen˜ar multitud de pares LuxI-LuxR
diferentes para albergar comunicaciones s´ıncronas simulta´neas, as´ı como la posibi-
lidad de variar el umbral en uno u otro sentido dependiendo de las funcionalidades
deseadas.
Aparte de este sistema ba´sico de quorum sensing, tambie´n se pueden observar
en distintas especies bacterianas modelos ma´s complejos que siguen arquitecturas de
ma´s intere´s para los desarrollos computacionales. As´ı, se encuentra una arquitectura
paralela en el sistema de quorum sensig de la especie V. harveyi y una arquitectura
secuencial en la especie P. aeruginosa. En las figuras 7.2a y 7.2b, respectivamente,
se detallan ambos modelos desde un punto de vista esquema´tico potenciando la
simplicidad en la explicacio´n del mecanismo en detrimento del detalle biolo´gico.
La arquitectura paralela de la bacteria V. harveyi basa su funcionamiento
en la utilizacio´n de la prote´ına LuxO como intermediario comu´n a trave´s del cual
las tres sen˜alizaciones diferentes actu´an con el interior de la ce´lula. En un s´ımil
computacional podr´ıamos deducir que esta pieza hace las funciones de un switch
con tres entradas y una sola salida.
Este modelo es muy beneficiario para poblaciones con varios tipos de sen˜ali-
zaciones o sistemas de quorum sensing ya que ahorra medios f´ısicos de lectura de
dichas sen˜ales agrupa´ndolos todos en una sola prote´ına. Tambie´n esta´ actuando el
componente LuxO como un filtro que ayuda a sincronizar las sen˜alizaciones y contro-
lar el ruido gene´tico que se pueda producir al coexistir varios sistemas en la misma
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(a) (b)
Figura 7.2: Arquitecturas complejas de sistemas de sen˜alizacio´n quorum sensing. a) Sen˜ali-
zacio´n paralela de la bacteria V. harveyi ; MS: mole´culas de sen˜alizacio´n; LuxO: prote´ına
comu´n intermedia; LuxR: prote´ına receptora; pLuxR: promotor inducible por LuxR; G.
obj.: genes objetivo. b) Sen˜alizacio´n en serie de la bacteria P. aeruginosa; MS: mole´culas
de sen˜alizacio´n; LasR: receptor de MS1; pLasR: promotor inducible por LasR; G. obj. 1:
primeros genes objetivo; RhlR: receptor de MS2; pRhlR: promotor inducible por RhlR;
G. obj. 2: segundos genes objetivo.
comunidad. Esto hace posible evitar la activacio´n erro´nea de uno de los sistemas de
quorum sensing por la accio´n de otro.
De modo distinto, los circuitos de quorum sensing de Las y Rhl son ejecuta-
dos en serie por la bacteria P. aeruginosa, donde cada sistema ayuda a regular la
expresio´n gene´tica de un conjunto de genes diferente sincronizados de una manera
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secuencial en lugar de paralela (figura 7.2b. Cuando el umbral especificado para el
valor de concentracio´n de la mole´cula de sen˜alizacio´n espec´ıfica del sistema Las (en
la figura MS1) es superado, dicha sen˜al se une al receptor LasR activa´ndole. Este,
a su vez, induce la expresio´n gene´tica de los primeros genes objetivo.
Una vez activado el sistema Las, las bacterias comienzan la produccio´n de la
segunda mole´cula de sen˜alizacio´n (MS2 en la figura). En el momento en que el valor
de la concentracio´n de esta segunda mole´cula en la solucio´n nutriente es suficiente,
tiene lugar la activacio´n del segundo sistema de quorum sensing basado en el circuito
Rhl. As´ı, el receptor RhlR induce la expresio´n gene´tica del segundo conjunto de genes
objetivo.
Por la linea temporal que gu´ıa la expresio´n de ambos conjuntos, se comprende
el cara´cter secuencial del mecanismo de sen˜alizacio´n de la bacteria P. aeruginosa.
En frecuentes ocasiones, los comportamientos bacterianos descritos al comien-
zo del presente cap´ıtulo (altruismo, canibalismo, competicio´n y cooperacio´n) no se
presentan de manera clara en una accio´n espec´ıfica de un grupo de bacterias en so-
ciedad. Por ejemplo, muchos de los comportamientos que son regulados por circuitos
de quorum sensing, lo cual implica cooperacio´n, tienen como finalidad producir bie-
nes pu´blicos para la sociedad [Wes07]. Tan pronto como esta produccio´n de bienes
pu´blicos no se realice por la comunidad en su totalidad, se estar´ıa hablando de un
comportamiento altruista, ya que los individuos que participan en la produccio´n de
estos factores esta´n gastando una cierta cantidad de energ´ıa propia en pos del bien
comu´n.
Cuadro 7.1: Bienes pu´blicos
Factor Rol que desempen˜a
Invertase Encima para la digestio´n de sacarosa
β-lactamase Inactiva y, por lo tanto, otorga resistencia antibio´tica
Biosurfactants Facilita el movimiento sobre superficies
Microbial repellents Para repeler competidores
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Las bacterias producen de esta forma una gran variedad de elementos, denomi-
nados de bien pu´blico, que son compartidos con todos los individuos de la poblacio´n
mediante su expulsio´n al entorno o solucio´n nutriente en la que vive la sociedad.
Estando estos bienes pu´blicos codificados en forma de informacio´n gene´tica y agru-
pados en genes estructurales, esta produccio´n es resultado de la induccio´n en la
expresio´n de los denominados genes objetivo de las figuras 7.1 y 7.2.
Un breve ejemplo de la variedad funcional que los bienes pu´blicos pueden
otorgar a la sociedad se muestra en la tabla 7.1.
En los disen˜os de biodispositivos propuestos en esta tercera parte, se modelan
nuevas arquitecturas de quorum sensing afectando ma´s en detalle a las relaciones
entre bacterias que a los mecanismos de sen˜alizacio´n en s´ı mismos. As´ı se emplea
siempre una arquitectura algo ma´s compleja que la mostrada en la figura 7.1 ya que se
utilizan varias parejas de emisores-receptores de la familia LuxI-LuxR aunque no es
tan claro el esquema de la figura 7.2 al que equivaldr´ıan. El objetivo, principalmente
del oscilador gene´tico, es disen˜ar nuevas arquitecturas que afecten al rol que cada
bacteria efectu´a en la sociedad.
7.2. Transferencia gene´tica horizontal
El otro protocolo de comunicacio´n entre bacterias que se pretende manipular es
la transferencia gene´tica horizontal1 o conjugacio´n bacteriana. Esta te´cnica confiere
a las bacterias, y a otros organismos unicelulares, una caracter´ıstica u´nica entre los
seres vivos: la capacidad de compartir informacio´n gene´tica entre individuos de la
misma generacio´n sin tener que esperar a realizar este traspaso de padres a hijos de
manera vertical entre una generacio´n y su generacio´n descendiente.
Esta trasferencia horizontal se realiza incluso entre individuos de distinta es-
pecie y, a veces, entre distintos taxones en que actualmente se considera subdividida
la diversidad de los seres vivos: arqueas (Archaea), bacterias (Bacteria) y eucarion-
tes (Eukarya). La finalidad no es ma´s que la bu´squeda de una ra´pida adaptacio´n al
1HGT: Horizontal Gene Transfer.
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medio a trave´s de un proceso de evolucio´n acelerado [Gog89] [Gog02].
Mediante sencillos intercambios de informacio´n gene´tica las bacterias de una
poblacio´n pueden obtener nuevos genes cromoso´micos y pla´smidos (entre otros) que
ya han pasado satisfactoriamente los procesos de seleccio´n de otras poblaciones
bacterianas de la misma u otra especie. De esta manera, las bacterias pueden ir
incorporando a lo largo de su vida nuevas funcionalidades que las permitan adaptarse
mejor a su entorno. A su vez, las evoluciones que consigan sera´n intercambiadas con
otros individuos menos desarrollados con el fin de propiciar la supervivencia de todos
ellos.
A la transferencia horizontal hay que sumar el papel que en el proceso de
evolucio´n desempen˜a la recombinacio´n2 mediante la ordenacio´n aleatoria de genes
en bu´squeda de nuevas y mejores configuraciones [Lev09].
Esta seccio´n trata de explicar de forma esquema´tica, y sin detalles biolo´gicos
espec´ıficos, el mecanismo de conjugacio´n bacteriana. Mediante esta breve explicacio´n
el lector podra´ estar familiarizado con este mecanismo de comunicacio´n, lo que le
facilitara´ la comprensio´n de uno de los cap´ıtulos posteriores en el que se hace uso de la
conjugacio´n para resolver de forma auto´noma y evolutiva un problema matema´tico.
La conjugacio´n bacteriana es, al fin y al cabo, una primitiva forma de sexuali-
dad entre seres vivos. As´ı, existe una bacteria donante que actuar´ıa en clara analog´ıa
con el macho de las especies animales y una bacteria receptora que hace el papel
de hembra. Durante el proceso de conjugacio´n, la ce´lula donante dona parte de su
material gene´tico a la receptora.
En la figura 7.3 se ilustra el mecanismo de conjugacio´n en cuatro etapas ba´si-
cas:
• En la figura 7.3a se ve como la bacteria donante y fe´rtil se aproxima a una bac-
teria receptora infe´rtil. Se denotara´ la primera bacteria como F+ y la segunda
como F-. Es la bacteria donante la que mediante el pla´smido que le confiere la
caracter´ıstica F+, originara´ todo el proceso de transferencia horizontal.
2HGR: Homologous Gene Recombination.
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(a) (b)
(c) (d)
Figura 7.3: Proceso de conjugacio´n bacteriana. a) Aproximacio´n por parte de la bacteria
donante a la receptora. b) Contacto por medio del pelo sexual. c) Formacio´n del puente
conjugativo y comienzo de la replicacio´n. d) Resultado de la transferencia: dos bacterias
donantes.
• En esta segunda etapa representada por la figura 7.3b, la bacteria donante
contacta por medio de uno de sus pelos sexuales con la membrana de la bac-
teria receptora. A continuacio´n, se retrae e´ste hasta que las ce´lulas establecen
contacto. Durante esta fase, el pla´smido caracter´ıstico de las bacterias fe´rtil,
el F+, comienza el proceso de replicacio´n.
• Una vez las bacterias han entrado en contacto directo membrana-membrana
(figura 7.3c), se forma un puente conjugativo que conecta los citoplasmas de
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ambas bacterias para comenzar el intercambio de informacio´n gene´tica.
• En la figura 7.3d se observa como al terminar la transferencia las ce´lulas se
vuelven a separar. Ambas bacterias, tanto la donante como la receptora tienen
una copia completa del pla´smido F+ y quedan listas para protagonizar futuras
conjugaciones como donantes.
Una importante caracter´ıstica que es importante recalcar hace referencia al
flujo de datos que se produce en la transferencia horizontal. La direccio´n de la
conjugacio´n siempre es la misma y se realiza desde una bacteria fe´rtil a otra infe´rtil.
Adema´s, una bacteria fe´rtil nunca ma´s puede ser receptora, lo que marca la direccio´n
del flujo de datos.
7.3. Comunicaciones Chip-to-Cell
La manipulacio´n de la comunicacio´n y traspaso de informacio´n entre disposi-
tivos electro´nicos y organismos vivos, o comunicacio´n chip-to-cell [Sim05], supone
un reto quiza´ algo mayor que los otros mecanismos de comunicacio´n vistos en el
cap´ıtulo.
El estudio de la comunicacio´n celular desde el punto de vista de la ingenier´ıa
desemboca en el manejo de ambas fuentes de informacio´n -chip y ce´lula- de manera
simulta´nea, como camino a seguir para crear biodispositivos h´ıbridos aprovechando
as´ı las ventajas que ambos materiales puedan proveer3.
Los desarrollos y algoritmos disen˜ados en esta tercera parte, basan su fun-
cionamiento en la modificacio´n y manipulacio´n de los dos primeros mecanismos de
comunicacio´n, el quorum sensing y la transferencia gene´tica horizontal.
3Resulta interesante mencionar otra vertiente de la investigacio´n con bacterias que involucra
tambie´n a la energ´ıa ele´ctrica: la obtencio´n de corriente ele´ctrica partiendo del procesamiento me-
tabo´lico de las bacterias [Sch03] [Nev09] [YiH09]. Se trata aqu´ı de conseguir que pequen˜os aparatos
ele´ctricos, como las calculadoras, puedan funcionar correctamente alimenta´ndose u´nicamente de la
energ´ıa producida por una comunidad de bacterias.
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Se propone la comunicacio´n chip-to-cell como posible l´ınea de investigacio´n
futura para mejorar las capacidades de los dispositivos puramente biolo´gicos.
Arquitecturas de Comunicaciones para la Computacio´n Algoritmica en Poblaciones de Bacterias Multi-Cepa
Cap´ıtulo 8
Arquitecturas de comunicacio´n
in-vivo
I´ndice
8.1. Arquitecturas basadas en sen˜alizacio´n QS . . . . . . . . 70
8.2. Arquitecturas basadas en la conjugacio´n . . . . . . . . . 80
Las sociedades bacterianas presentan una gran variedad de funciones comuni-
cativas que pueden ser manipuladas para servir fines espec´ıficos.
El objetivo de la Biolog´ıa Sinte´tica, en cuanto a disen˜o de poblaciones se refiere,
consiste en alterar las capacidades de los individuos particulares para conseguir
bacterias con aplicaciones espec´ıficas. De esta manera, las bacterias pueden formar,
junto con las funcionalidades de otras ce´lulas, procesos s´ıncronos y complejos.
Los consorcios de bacterias permiten el estudio de un aspecto fundamental
en las Ciencias de la Computacio´n como es la divisio´n de tareas. Las poblaciones
mixtas as´ı disen˜adas pueden llevar a cabo funciones que resultar´ıan muy dif´ıciles, o
incluso imposibles, para cepas o especies aisladas. De esta manera, la coordinacio´n
funcional entre dos o ma´s poblaciones unidas en un solo organismo puede afrontar
problemas hasta ahora insuperables en algunas circunstancias [Bre08].
Como ejemplo de esta colaboracio´n por divisio´n de tareas en el que se observa
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el beneficio de separar los procesos en cepas, servir´ıa el descrito en [Eit08]. Este
desarrollo se centra en la fermentacio´n de azu´cares, para lo cual se disen˜an dos
cepas de Escherichia coli de modo que cada una metabolice un azu´car distinto.
Como resultado, se concluye que la poblacio´n mixta formada por las dos cepas
fermentan los azu´cares de manera mucho ma´s eficiente a la que lo har´ıa una sola
cepa con capacidad de metabolizar ambas sustancias.
Otra importante ventaja de la utilizacio´n de comunidades heteroge´neas con
ma´s de dos especies o cepas gene´ticamente modificadas, es la capacidad de e´stas de
llevar a cabo aplicaciones que necesiten cierta secuencialidad. Es decir, la capacidad
de programar las tareas a realizar divididas en varias fases. Dichas fases podr´ıan ser
llevadas a cabo por cepas especializadas que comiencen su actividad en instantes de
tiempo espec´ıficos a lo largo de la computacio´n.
Las caracter´ısticas sociales de las bacterias, ya vistas en cap´ıtulos anteriores1,
confieren a una comunidad heteroge´nea de ce´lulas de una robustez, estabilidad y
eficiencia que no tienen los monocultivos o poblaciones uni-cepa. Por ejemplo, estos
comportamientos sociales pueden llevar a una comunidad a ser mucho ma´s resistente
a la invasio´n de otras especies [Bur06], lo que puede marcar la diferencia entre el
e´xito o el fracaso en el disen˜o de un biodispositivo celular.
En este cap´ıtulo se detallan algunos disen˜os existentes sobre poblaciones bacte-
rianas que, por la naturaleza de las comunicaciones ce´lula-ce´lula que emplean, sirven
de punto de partida para los desarrollos propuestos en los cap´ıtulos siguientes.
8.1. Arquitecturas basadas en sen˜alizacio´n QS
El disen˜o de las comunicaciones ce´lula-ce´lula mediante la modificacio´n de las
sen˜alizaciones de los circuitos de quorum sensing, es un me´todo interesante y versa´til
de construir biodispositivos celulares sinte´ticos.
Para realizar un estudio formal de las arquitecturas de comunicaciones di-
sen˜adas y facilitar el perfeccionamiento de e´stas en la presente Tesis Doctoral se
1Altruismo, canibalismo, cooperacio´n y competicio´n.
Arquitecturas de Comunicaciones para la Computacio´n Algoritmica en Poblaciones de Bacterias Multi-Cepa
8. Arquitecturas de comunicacio´n in-vivo 71
propone una abstraccio´n de las arquitecturas en estructuras similares a las redes de
neuronas artificiales (diferenciacio´n en capas funcionales).
As´ı, los componentes a definir a la hora de disen˜ar uno de estos biodispositivos
ser´ıan tres:
• Capa de entrada. En esta capa abstracta se engloban aquellas cepas o especies
bacterianas que, siendo modificadas gene´ticamente para servir los objetivos
del problema, se encargan de procesar las entradas al biodispositivo.
Como paso posterior, las bacterias de esta capa deben pasar los datos resul-
tados del procesado de las entradas a la capa siguiente. El para´metro ma´s
relevante a especificar es el nu´mero de cepas (con distintas funcionalidades)
con que debe disponer la capa de entrada.
• Capa de salida. El conjunto abstracto resultado de unir una o ma´s cepas
bacterianas con funcionalidad final se denomina capa de salida.
Las funcionalidades de estas cepas son catalogadas como finales porque expre-
san el resultado o salida que se debe obtener de la correcta ejecucio´n de todas
las capas previas. Por ejemplo, si el biodispositivo es disen˜ado para producir
luz fluorescente en respuesta a un determinado est´ımulo, las bacterias que ex-
presan la informacio´n lumı´nica se situar´ıan en esta abstracta capa de salida.
Es tambie´n de intere´s el nu´mero de cepas que conforman esta capa.
• Capas intermedias. Las cepas definidas en el a´mbito de las capas intermedias
deben ser aquellas que, ni reciban las entradas del biodispositivo, ni expresen
las salidas finales de e´ste. Por tanto, todas las bacterias con funcionalida-
des requeridas para la correcta cooperacio´n de las cepas de una comunidad
heteroge´nea y que no efectu´en los procesos anteriores, se catalogara´n como
pertenecientes a una capa intermedia.
Al igual que las capas anteriores, el objetivo a alcanzar referido al nu´mero de
cepas en la capa intermedia es la minimizacio´n de e´ste sin influir en el correcto
funcionamiento del biodispositivo.
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• Conexiones. Las conexiones entre las capas hacen referencia al flujo de datos
en la poblacio´n. Debido al cara´cter difuso de los procesos moleculares y a
la gran variedad de conexiones que se pueden establecer, es importante una
buena definicio´n previa de e´stas.
La correcta especificacio´n de los tres componentes anteriores ayudan a clasi-
ficar el disen˜o de la poblacio´n bacteriana por su arquitectura de comunicaciones. A
su vez, esta formalizacio´n facilita la labor de expansio´n del modelo mediante, por
ejemplo, el aumento de capas, la variacio´n del nu´mero de cepas en las capas o la
cantidad y naturaleza de las conexiones.
Definida de esta manera, una comunidad heteroge´nea Γ equivaldr´ıa a:
Γ = (L1, · · · , Ln, U1, · · · , Um) (8.1)
donde los elementos Li y Ui representan una capa y una conexio´n respectiva-
mente.
Una capa es definida de la forma:
Li = (C1, · · · , Cp) (8.2)
siendo p el nu´mero mı´nimo de cepas necesario para la formacio´n de la capa.
Una conexio´n es definida de la forma:
Ui = (Ca → Cb) (8.3)
en la que el flujo de datos va de la cepa Ca a la cepa Cb. Es importante notar
que las conexiones no tienen por que´ unir cepas de diferentes capas. Cualquier unio´n
entre cepas es posible en la arquitectura.
Una cepa bacteriana se define de la forma:
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Ci = (B1, · · · , Bq) (8.4)
donde el para´metro q especifica el nu´mero de bacterias Bi que forman una cepa
determinada. Este u´ltimo para´metro es el menos importante en la formalizacio´n de
la arquitectura y permite cierta flexibilidad.
El disen˜o de bajo nivel del sistema se realiza en cada bacteria Bi y corresponde
con una configuracio´n inicial de e´sta B0i . Una computacio´n es definida, por tanto,
como el paso de la configuracio´n inicial de una bacteria a la configuracio´n siguiente
B1i . Este cambio es detonado por B
0
i ` B1i .
Es tambie´n importante en este proceso de fomalizacio´n, la diferenciacio´n en
estados del biodispositivo dependiendo de la filosof´ıa funcional de e´ste. As´ı, se puede
distinguir entre:
• Biodispositivo armado. Este estado se alcanza una vez todas las cepas o espe-
cies que conforman la poblacio´n total han sido satisfactoriamente modificadas
transge´nicamente por separado y se juntan en una misma poblacio´n.
• Biodispositivo activado. En este estado, la poblacio´n correspondiente al bio-
dispositivo armado recibe la entrada que estimula la reaccio´n de la capa de
entrada.
La distincio´n entre estos dos estados es importante dependiendo del dominio
de aplicacio´n del biodispositivo. As´ı, habra´ ocasiones en las que interese que ambos
estados se alcancen al mismo tiempo y situaciones que requieran cierta autonomı´a
del dispositivo (aplicaciones me´dicas) en los que una diferenciacio´n clara es necesaria.
En la figura 8.1 se ilustran los dos modelos de arquitecturas de comunicaciones,
relativamente simples, que siguen los ejemplos presentados a continuacio´n.
El modelo 8.1a se corresponde con una arquitectura en la que el flujo de datos
avanza en sentido u´nico y el modelo 8.1b representa una comunidad en la que existen
conexiones entre las bacterias de la misma capa.
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(a) (b)
Figura 8.1: Arquitecturas ba´sicas de comunicaciones QS. a) Arquitectura de sentido u´nico
y salida simple con dos capas. b) Arquitectura retroalimentada con una capa y salida
simple.
8.1.1. Flujo de datos en sentido u´nico
Las comunidades heteroge´neas disen˜adas para la formacio´n de patrones gra´fi-
cos [Bas05] [Soh09] [Alb09], constituyen un buen ejemplo de la aplicacio´n de ar-
quitecturas de sentido u´nico (figura 8.1a). De los tres ejemplos propuestos aqu´ı se
detalla el primero al ser ma´s sencillo manteniendo todos los componentes necesarios
para definir la arquitectura: capas y conexiones.
En este trabajo ([Bas05]) se muestra un sistema multicelular en el que un
grupo de bacterias gene´ticamente modificadas para representar el rol de receptoras,
dibujan patrones gra´ficos lumı´nicos basados en la concentracio´n de mole´culas AHL
que produce otro grupo de bacterias denominados emisores.
Dos capas son utilizadas en el biodispositivo:
• Capa de entrada. Esta capa la forma una u´nica cepa bacteriana denominada
emisora. Esta´ encargada de recibir una sen˜al de estre´s externa a la comunidad
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con el fin de comenzar la produccio´n de mole´culas AHL.
• Capa de salida. Al igual que la capa anterior, una u´nica cepa bacteriana forma
esta capa. Es la denominada cepa receptora y su misio´n es recibir la sen˜aliza-
cio´n oportuna de la capa de entrada y producir, en consecuencia a la naturaleza
de la entrada, una salida lumı´nica que sirve como salida del sistema.
La particularidad de este disen˜o se encuentra en la disposicio´n f´ısica de las ce-
pas que forman el biodispositivo. En lugar de estar mezcladas en la solucio´n nutriente
que sirva como sustrato, la capa de entrada se situ´a en el centro de la poblacio´n y
la capa de salida alrededor de e´sta de forma conce´ntrica.
Es importante el cara´cter fijo de la capa de entrada, es decir, la situacio´n f´ısica
de e´sta debe permanecer inalterada para producir el efecto deseado.
Figura 8.2: Disen˜o de la comunidad con funcio´n de dibujo de patrones. LuxI: gen estructu-
ral encargado de iniciar la secuencia de acciones que finaliza en la produccio´n de mole´culas
de sen˜alizacio´n AHL; GFP: Prote´ına de fluorescencia verde; El gradiente indica de mayor
a menor (de arriba a abajo) el nivel de concentracio´n molecular.
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La figura 8.2 muestra esquema´ticamente el mecanismo que el biodispositivo
bacteriano usa con el fin de dibujar patrones lumı´nicos.
El nivel de produccio´n constante de mole´culas AHL por parte de la capa de
entrada provoca, como consecuencia, un gradiente en la concentracio´n de dichas
mole´culas en la comunidad. De esta manera el nivel de concentracio´n en el centro
de la comunidad, donde se situ´a la capa de entrada, es muy superior al que se puede
medir en el extremo de la poblacio´n.
Los dibujos originados por la capa de salida esta´n relacionados con este gra-
diente del nivel de concentracio´n molecular de AHL. As´ı, la programacio´n gene´tica
de las bacterias de esta capa se comporta de la siguiente manera respecto al nivel
de densidad de mole´culas de sen˜alizacio´n formando bandas de deteccio´n:
• Nivel de densidad molecular alto. Las bacterias de la capa de salida sienten un
nivel de sen˜alizacio´n alto que supera ampliamente el umbral correspondiente
a su membrana celular. Como consecuencia de este feno´meno, la actividad en
el interior de las bacterias se subdivide en tos tareas concurrentes:
1. Se desbloquea la represio´n (programada por omisio´n) de GFP2. Esta ac-
cio´n necesita que el umbral se supere levemente.
2. Por otro lado, se bloquea nuevamente la expresio´n de GFP mediante otro
mecanismo que necesita que el umbral se supere ampliamente para ser
ejecutado.
Por consiguiente, la expresio´n lumı´nica es reprimida en las bacterias de la capa
de salida ma´s cercanas al centro de la poblacio´n.
• Nivel de densidad molecular medio. Estas bacterias tambie´n ven su umbral
superado por el nivel de mole´culas AHL en el ambiente. A diferencia del nivel
previo, el umbral es so´lo superado levemente por lo que so´lo se activa un
proceso de los dos posibles dentro de la bacteria: el desbloqueo de la expresio´n
del gen de fluorescencia. Como consecuencia, estas bacterias lucen.
2Green fluorescent protein o prote´ına de fluorescencia verde.
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• Nivel de densidad molecular bajo. Las bacterias de la capa de salida que se
situ´an en un lugar ma´s lejano al centro de la poblacio´n sienten un nivel de
concentracio´n muy bajo en su entorno, el cual no es suficiente para disparar
la accio´n de la bacteria. La ce´lula queda, por tanto, en el estado inicial y la
luz reprimida.
Siguiendo esta metodolog´ıa pueden dibujarse circunferencias en un color mien-
tras que su centro es de otro, distinguie´ndose as´ı las dos capas del biodispositivo.
La figura 8.3 muestra los resultados de combinar la accio´n de varias capas de
entrada situadas en puntos distintos de la poblacio´n. Se crea as´ı dibujos representa-
tivos de la unio´n de las circunferencias conce´ntricas a cada capa de entrada.
Figura 8.3: Formacio´n de varios patrones. a) Simulacio´n computacional del comporta-
miento del biodispositivo. b)-d) Resultados experimentales. b) Formacio´n de una elipse. c)
Formacio´n de un corazo´n. d) Formacio´n en flor. Extra´ıda de la web http://www.nature.com/nature/-
journal/v434/n7037/fig tab/nature034s61 ft.html.
Otra ejecucio´n de este disen˜o en la que se utilizan sen˜ales lumı´nicas diferentes
en cada banda de deteccio´n se observa en la figura 8.4, donde las bacterias de la
capa de salida son programadas para expresar un color diferente dependiendo del
nivel de concentracio´n de mole´culas AHL en su entorno.
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Figura 8.4: Bandas de deteccio´n con expresiones lumı´nicas distintas. a) Placa de Petri con
la cepa emisora situada en el centro. b)c) distintos dibujos resultado de la expresio´n de
diferentes prote´ınas de fluorescencia. La cepa emisora expresa siempre CFP. Extra´ıda de la
web http://www.nature.com/nature/journal/v434/n7037/fig tab/nature034s61 ft.html.
Como consecuencia a esta u´ltima ejecucio´n, se dibujan en la poblacio´n hete-
roge´nea c´ırculos conce´ntricos de diferentes colores gracias a la expresio´n de prote´ınas
de fluorescencia distintas.
Las caracter´ısticas de esta arquitectura son ampliamente mejoradas en los
desarrollos propuestos en cap´ıtulos siguientes, explorando en e´stos tanto el aumento
de cepas con funcionalidades distintas en la misma capa como el nu´mero y sentido
de las conexiones.
8.1.2. Autosen˜alizacio´n
Como ejemplo de arquitectura de autosen˜alizacio´n se estudiara´ una comunidad
bacteriana heteroge´nea disen˜ada, segu´n la formalizacio´n del diagrama 8.1b, para
conseguir una funcionalidad lo´gica AND [Bre07].
En esta comunidad, dos cepas bacterianas de Escherichia coli son modificadas
gene´ticamente para intercambiar mole´culas AHL en una conversacio´n bidireccional
cuyo fin es la notificacio´n de la densidad de poblacio´n de ambas. Debido a la progra-
macio´n interna de las bacterias, este consorcio molecular expresara´ los genes objetivo
que marcan el fin exitoso de la computacio´n s´ı y solo s´ı ambas cepas esta´n presentes
por encima de determinada poblacio´n, alcanzando as´ı una funcionalidad AND.
En relacio´n con la formalizacio´n propuesta, es e´sta una arquitectura con una
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sola capa formada por dos cepas bacterianas. Ya que la filosof´ıa funcional del biodis-
positivo funde los dos estados posibles3 en uno solo, esta comunidad no tendra´ en-
trada externa y se autoregulara´ desde el momento de formacio´n de e´sta.
Figura 8.5: Consorcio celular con funcionalidad lo´gica AND. Las dos poblaciones de E.
coli se comunican usando el mecanismo de quorum sensing de la bacteria P. aeruginosa.
MS1: mole´cula de sen˜alizacio´n C4HSL producida por una de las cepas y recibida por
RhlR; MS2: mole´cula de sen˜alizacio´n 3OC12HSL producida por la otra cepa y recibida
por LasR; G. obj : genes objetivo.
La figura 8.5 muestra el esquema de comunicacio´n que usan las dos cepas del
biodispositivo, el cual esta´ basado en el mecanismo de quorum sensing de la bacteria
Pseudomonas aeruginosa visto en el cap´ıtulo anterior. Mediante los pares LasI/LasR
y RhlI/RhlR de dicho circuito, el dia´logo entre las dos cepas se lleva a cabo para
que cada una pueda informar en todo momento de su nivel de concentracio´n a la
otra.
Por lo tanto, la densidad de la concentracio´n de ambas cepas debe ser suficien-
te para que los dos pares de prote´ınas que sirven como mecanismo de comunicacio´n
puedan inducir los genes objetivo de las bacterias. En este caso, si los genes obje-
tivos codifican informacio´n lumı´nica diferente, resultara´ fa´cilmente comprobable si
3Recordar los dos estados en los que el biodispositivo puede encontrarse: armado y activado.
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el funcionamiento AND actu´a como deber´ıa. Si es as´ı, la comunidad expresara´ un
color que es mezcla de ambos.
Au´n aumentando el nu´mero de cepas por capa, la presente arquitectura resulta
relativamente simple ya que el hecho de que la salida del sistema sea u´nica, marca
l´ımites estrictos al biodispositivo. El nu´mero de salidas representa un factor deter-
minante para la autonomı´a funcional de la comunidad y, como tal, constituye una
de las caracter´ısticas fundamentales del u´ltimo desarrollo de esta Tesis Doctoral: el
oscilador multicelular.
8.2. Arquitecturas basadas en la conjugacio´n
El otro paradigma de comunicacio´n expuesto a estudio es la transferencia
horizontal de informacio´n gene´tica entre bacterias (conjugacio´n), cuyo mecanismo
ba´sico se ha detallado en cap´ıtulos anteriores.
As´ı como se encuentran con relativa facilidad en la bibliograf´ıa actual ejemplos
de algoritmos matema´ticos que se inspiran en esta te´cnica [Mon09] con la finalidad
de optimizar los costes computacionales en la resolucio´n de problemas complejos, es
ma´s dif´ıcil encontrar ejemplos que utilicen la conjugacio´n in-vivo y su modificacio´n
como medio de alcanzar objetivos dirigidos.
De entre estos u´ltimos, se selecciona el experimento de Wakabayashi [Wak05]
para ser explicado en esta seccio´n. Los motivos para esta seleccio´n son los siguientes:
• Explora una caracter´ıstica de la conjugacio´n bacteriana que tiene que ver ma´s
con el flujo de datos en la comunidad celular que con la codificacio´n de infor-
macio´n en los pla´smidos.
La computacio´n con pla´smidos, ya sea in-vitro, in-vivo o in-info, se ha desarro-
llado tradicionalmente manipulando las cadenas de ADN de e´stos para encrip-
tar los datos o metadatos del problema a resolver. Este es el procedimiento
tambie´n del modelo propuesto en el cap´ıtulo siguiente4 en el que se deja al
libre albedr´ıo la circulacio´n de pla´smidos entre las bacterias de la poblacio´n.
4Se propone aqu´ı una metodolog´ıa que, basa´ndose en procesos de conjugacio´n, permite la reso-
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Sin embargo, el ejemplo detallado a continuacio´n se centra en desarrollar un
modelo para sincronizar la circulacio´n de pla´smidos sin que e´sta se realice al
azar. De esta manera se consigue, de una forma ba´sica, dirigir el flujo de datos
en la comunidad.
• Aunque el modelo de conjugacio´n visto en el cap´ıtulo anterior es el ma´s gene´ri-
co, en este ejemplo se manipulan los mecanismos de conjugacio´n de la especie
bacteriana Enterococcus faecalis.
E. faecalis realiza procesos de transferencia gene´tica en el sentido ce´lula do-
nante → ce´lula receptora pero presenta una inicializacio´n del proceso radical-
mente distinto. En este caso, no es el donante el que se acerca inicialmente al
receptor para establecer el contacto, sino que es el receptor el que inicia esta
relacio´n mediante la produccio´n de feromonas que atraen al donante. Todas las
bacterias, tanto donantes como receptoras, segregan feromonas. Sin embargo,
las bacterias donantes segregan, gracias a la accio´n del pla´smido conjugativo,
inhibidores de e´stas.
Por las dos razones anteriores este experimento supone un interesante punto
de vista, en cuanto a la conjugacio´n bacteriana se refiere, que ayuda a completar la
especificacio´n de este mecanismo de comunicacio´n.
El sistema de conjugacio´n de E. faecalis es aplicado en el ejemplo citado a
la construccio´n de puertas lo´gicas orientadas a la computacio´n con bacterias. Las
feromonas C y los inhibidores I se utilizan como sen˜ales de control que permiten, o
no, el flujo de datos (traspaso de pla´smidos) de una ce´lula a otra.
La figura 8.6 muestra una de estas puertas lo´gicas ba´sicas implementada con
ce´lulas in-vivo. Dependiendo del estado de las sen˜ales de entrada, el pla´smido P es
liberado o no de la ce´lula emisora. En presencia de C y ausencia de I el pla´smido
inicia el proceso de replicacio´n hacia la ce´lula receptora.
lucio´n del problema SAT. Como se vera´ ma´s adelante, se codifican en los pla´smidos las variables
de la fo´rmula lo´gica a resolver.
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(a) (b)
Figura 8.6: Esquema de una puerta de informacio´n ba´sica siguiendo el mecanismo de
la conjugacio´n bacteriana. a) Diagrama lo´gico. C: feromonas; I: sen˜ales inhibidoras; P:
pla´smido. b) Esquema funcional.
El comportamiento aparentemente lo´gico (ON, OFF ) de estas ce´lulas se com-
bina, en el mismo experimento [Wak05], con el fin de construir el inversor lo´gico de
la figura 8.7.
Figura 8.7: Esquema del inversor lo´gico controlado por el mecanismo de transferencia
gene´tica horizontal de la bacteria E. faecalis. Ci: feromonas; In: sen˜ales inhibidoras; Pi:
pla´smido conjugativo.
Los receptores tienen dos tipos de donantes posibles: donantes con pla´smidos
P0 y donantes con pla´smidos P1 . El control sobre que´ donante realiza el proceso de
conjugacio´n con la ce´lula receptora lo lleva a cabo las sustancias inhibidoras, de tal
forma que al recibir la mole´cula inhibidora In los donantes con pla´smidos P1−n son
activados. La bacteria receptora produce entonces nuevas sen˜ales inhibidoras depen-
diendo de la informacio´n gene´tica del pla´smido transferido. Estas nuevas sen˜ales de
control servira´n como entrada de la siguiente operacio´n.
El desarrollo propuesto en el cap´ıtulo siguiente utiliza la conjugacio´n como
fin para realizar computaciones en una poblacio´n bacteriana, disen˜ando para ello, la
informacio´n que contienen los pla´smidos. Sin embargo, el experimento aqu´ı planteado
trata de modelar el flujo que los pla´smidos siguen entre las bacterias. Por ello, este
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modelo puede influir positivamente en futuros desarrollos de biodispositivos en los
que la conjugacio´n juegue un papel fundamental.
La creacio´n en un futuro no muy lejano de prote´ınas sinte´ticas y ce´lulas mı´ni-
mas5, todas ellas dirigidas a la realizacio´n de una tarea espec´ıfica, contribuira´n sin
duda a perfeccionar los biodispositivos y optimizar sus caracter´ısticas.
5Se encuentra una breve introduccio´n al concepto de ce´lula mı´nima en el cap´ıtulo siguiente
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En este cap´ıtulo se presenta un modelo de computacio´n paralela basado en la
comunicacio´n entre las bacterias de una poblacio´n multi-cepa.
De las dos formas de comunicacio´n estudiadas en este modelo se hace uso
exclusivamente de la comunicacio´n por conjugacio´n o transferencia gene´tica para
desarrollar un algoritmo in-vivo y auto´nomo que resuelva una instancia del problema
SAT (satisfiability). El objetivo de este algoritmo es la mutacio´n dirigida de un
conjunto de pla´smidos inicial a un conjunto final que representara´ la solucio´n al
problema.
Una instancia del problema SAT es una fo´rmula booleana que tiene tres com-
ponentes [Jun96]:
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• Un conjunto de n variables: x1, x2, . . . , xn.
• Un conjunto de literales.
Un literal es una variable (Q = x) o la negacio´n de una variable (Q = x¯).
• Un conjunto de m cla´usulas distintas: C1, C2, . . . , Cm.
Cada cla´usula consiste la unio´n literales combinados por conectores lo´gicos or
(∨).
El objetivo del problema SAT is determinar si existe o no una asignacio´n
concreta de valores (True o False) a los literales de manera que se valide la fo´rmula:
C1 ∧ C2 ∧ · · · ∧ Cm (9.1)
donde ∧ es el conector lo´gico and.
La conjugacio´n confiere a las bacterias una caracter´ıstica u´nica entre los seres
vivos: la transferencia gene´tica horizontal.
Al final de los an˜os 80 y durante la intensificacio´n en el trabajo de novedosas
te´cnicas de secuenciacio´n bacterianas y familias de microorganismos unicelulares,
varios cient´ıficos [Gog89] se empezaron a fijar en co´mo los genomas de las bacterias
estaban mucho ma´s mezclados y eran ma´s uniformes de lo que a priori hab´ıan
pensado. En la de´cada siguiente los investigadores en biolog´ıa molecular continuaron
observando la misma tendencia por parte de las poblaciones de bacterias a tener una
informacio´n gene´tica muy similar en la misma generacio´n [Gog02]. Sin duda, esto
representaba una contradiccio´n con la visio´n metafo´rica del a´rbol de la vida.
La transferencia gene´tica horizontal significa una nueva forma de organizacio´n
en la que poder etiquetar la actividad generacional de las bacterias. Las investiga-
ciones previamente citadas muestran que la informacio´n gene´tica no so´lo se traspasa
de padres a hijos de manera vertical entre una generacio´n y su generacio´n descen-
diente, sino que tambie´n es posible encontrar en la naturaleza seres vivos como las
bacterias que intercambian informacio´n gene´tica entre los individuos de una misma
generacio´n.
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Esta trasferencia horizontal se realiza incluso entre individuos de distinta espe-
cie y, a veces, entre distintos taxones en que actualmente se considera subdividida la
diversidad de los seres vivos: arqueas (Archaea), bacterias (Bacteria) y eucariontes
(Eukarya).
Ya que la evolucio´n fue inicialmente estudiada en animales y plantas, la tenden-
cia habitual ha sido considerar la transferencia gene´tica como un feno´meno vertical.
Sin embargo en el mundo bacteriano este paradigma no explica de la mejor manera
la actividad gene´tica que se lleva a cabo, en la que la informacio´n gene´tica relevante
a la supervivencia de la especie se trasmite entre individuos sin necesidad de esperar
a la generacio´n siguiente.
El disen˜o de la comunidad heteroge´nea de bacterias presentado en este cap´ıtulo
se fundamenta en el uso de este modelo de transferencia para realizar computacio-
nes dirigidas a objetivos concretos. Esta comunidad esta´ formada por varias cepas
bacterianas modificadas transge´nicamente.
La idea principal del algoritmo disen˜ado esta´ basada en la separacio´n y dife-
renciacio´n de la informacio´n gene´tica por la funcionalidad de la misma.
Se distingue entre los datos del problema a resolver, los cuales estara´n codi-
ficados en pla´smidos o vectores, y las instrucciones computacionales, codificadas en
regiones espec´ıficas del cromosoma bacteriano.
Ambas informaciones se emplean en procesos distintos como se vera´ en sec-
ciones sucesivas y es su combinacio´n la que otorga efectividad al algoritmo compu-
tacional.
9.1. Ce´lulas mı´nimas
En paralelo al desarrollo y disen˜o de bacterias con funcionalidades diversas, se
esta´ llevando a cabo un importante trabajo de bu´squeda del contenido mı´nimo del
genoma celular [Moy09]. Esta bu´squeda trata de encontrar la informacio´n gene´tica
ba´sica de la ce´lula que la permita vivir, alimentarse y duplicarse con la finalidad de
poder sintetizar esa informacio´n y crear ce´lulas ex-novo.
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Aunque muy dif´ıcil, este reto supondr´ıa un paso muy importante en la compu-
tacio´n con bacterias ya que la capacidad de reutilizacio´n de e´stas y el control sobre
sus ciclos metabo´licos conferir´ıan a los disen˜os basados en biodispositivos celulares
de una gran eficacia y robustez.
Los desarrollos de esta Tesis Doctoral esta´n especificados para su implantacio´n
en microorganismos sinte´ticos disen˜ados a la carta aprovechando las caracter´ısticas
antes mencionadas para conseguir una ma´xima viabilidad.
Las bacterias son, desde un punto de vista computacional, seres bastante com-
plejos con gran cantidad de informacio´n codificada en su cromosoma y una alta
variedad de sofisticadas rutas metabo´licas. Si adema´s de las funciones normales que
desempen˜an se an˜eden las funcionalidades propias de los disen˜os detallados en este
cap´ıtulo y siguientes, el control absoluto sobre el comportamiento esperado resul-
tar´ıa ma´s complejo debido al cara´cter difuso de los procesos moleculares. Por esto,
el uso de bacterias mı´nimas sintetizadas ex-novo que contaran con un conjunto de
funcionalidades muy reducido, ser´ıa muy ventajoso para reducir al ma´ximo la in-
teraccio´n de procesos celulares indeseados con las computaciones para las cuales se
disen˜an estos seres vivos.
Con la finalidad de establecer una escala nume´rica para que el lector se fa-
miliarice con el tema en cuestio´n basta con echar un vistazo a uno de los u´ltimos
genomas bacterianos que se ha secuenciado exitosamente en su totalidad: el genoma
de la especie Actinosynnema mirum1 [Lan09] que cuenta con 8,248,144 pares de
bases. Teniendo en cuenta que un gen de gfp2 ocupa aproximadamente 700 pares
de bases, se puede tener una idea de la ı´nfima informacio´n gene´tica extra que los
desarrollos aqu´ı propuestos suponen con respecto al genoma total de la bacteria.
Una visio´n cla´sica de las ventajas que se desean obtener mediante el disen˜o de
ce´lulas mı´nimas [Mor92] dividir´ıa las funcionalidades a obtener en dos facetas:
1La Actinosynnema mirum es una bacteria de la familia de las actinobacterias o actinomycetes.
Esta familia de ce´lulas Gram positivas se caracterizan por tener un alto ratio de G + C.
2GFP, green fluorescent protein o prote´ına de fluorescencia verde.
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• Minimizacio´n de la red metabo´lica esencial para interactuar con el entorno y
servir sus ciclos celulares internos.
Computacionalmente, esta faceta equivaldr´ıa a minimizar la carga de proceso
en cada procesador de una red distribuida.
• Minimizacio´n de las necesidades de abastecimiento del entorno (por ejemplo
CO2, N2 y minerales)
Computacionalmente equivaldr´ıa a optimizar el uso de recursos en cada pro-
cesador.
Ambas ventajas resultan de importancia para poder potenciar las caracter´ısti-
cas de las bacterias disen˜adas con fines computacionales.
Sin embargo, la posibilidad de s´ıntesis de ce´lulas mı´nimas vivas todav´ıa queda
lejana debido al actual desconocimiento de gran parte del ciclo celular. Los organis-
mos biolo´gicos, incluso el ma´s sencillo de los organismos unicelulares, son altamente
complejos.
Analizando u´nicamente la informacio´n gene´tica representada por los genes que
codifican prote´ınas, alrededor de una tercera parte de este conjunto, independien-
temente del genoma que se escoja, tiene una funcionalidad desconocida. En el caso
de la especie bacteriana Actinosynnema mirum el genoma cuenta con 7100 genes
de prote´ınas lo que significa que aproximadamente 2367 prote´ınas de esta bacteria
desempen˜an un trabajo que se desconoce.
Esta enorme falta de conocimiento sobre los agentes moleculares que confor-
man una ce´lula (so´lo se ha hablado de los genes de codificacio´n de prote´ınas), hace
que resulte muy dificil la tarea de prediccio´n del comportamiento de cualquier or-
ganismo as´ı como estructurar, catalogar y caracterizar sus componentes en funcio´n
de su uso.
La bu´squeda del conjunto de genes mı´nimos se realiza, por tanto, mediante un
algoritmo de prueba y error en el que se observa el comportamiento de las ce´lulas
tras varios procesos consistentes en retirar genes del cromosoma.
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Una vez establecido el conjunto gene´tico mı´nimo [Moy09] que presente funcio-
nalidades vitales completas para un sistema espec´ıfico, el cromosoma de la futura
bacteria artificial que contenga dicho conjunto mı´nimo puede obtenerse mediante
s´ıntesis de ADN, e introducido posteriormente en un compartimento celular para
fabricar ce´lulas mı´nimas.
De estar bien configurados estos organismos vivos artificiales ser´ıan conte-
nedores ideales para realizar pruebas de insercio´n de nuevos mo´dulos gene´ticos y
disen˜os con fines computacionales para moldear nuevos genomas que caractericen
microorganismos con diferentes funcionalidades.
La forma de disen˜ar y modelar estos genomas sinte´ticos es tambie´n muy ex-
tensa, al menos desde el punto de vista de las posibilidades de codificacio´n de in-
formacio´n gene´tica. Por ejemplo, la incorporacio´n de aminoa´cidos no naturales en
las prote´ınas celulares es un campo apenas sin explorar en la ingenier´ıa molecular.
An˜adiendo varios aminoa´cidos no naturales se permite la fabricacio´n de novedosas
prote´ınas con nuevas y dirigidas funciones [Dru07].
El disen˜o detallado a continuacio´n enfatiza la utilidad de los pla´smidos y su
transferencia por conjugacio´n. El uso de este protocolo de comunicacio´n encaja per-
fectamente con la filosof´ıa de utilizacio´n de ce´lulas mı´nimas ya que aquellos genes
necesarios para llevar a cabo los procesos de conjugacio´n esta´n inclu´ıdos en el ge-
noma mı´nimo, tal y como se concluye de recientes resultados [Per09]. La capacidad
intacta de realizar procesos de transferencia horizontal de genes durante la evolucio´n
de ce´lulas mı´nimas indica la importancia y utilidad que el uso de pla´smidos puede
tener en desarrollos sinte´ticos.
9.2. Disen˜o del algoritmo
El objetivo de este algoritmo es proveer a una comunidad bacteriana multi-
cepa con la capacidad suficiente para modificar y evolucionar informacio´n gene´tica
con el fin de adecuar e´sta a un objetivo buscado. La informacio´n gene´tica manejada
esta´ dividida en dos tipos: cromosomas y pla´smidos.
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Recordando los modelos de computacio´n in-vitro en los que se usaban pla´smi-
dos, se observan varias similitudes con el algoritmo disen˜ado en este cap´ıtulo. Estas
semejanzas abarcan el uso de pla´smidos como estructuras de datos u´tiles para ser
manipuladas.
En dicho proceso de manipulacio´n es donde se diferencian los dos me´todos: el
me´todo in-vitro utiliza manipulacio´n manual para hacer evolucionar los datos y el
algoritmo propuesto que se basa en la actividad celular como fuente de manipula-
cio´n auto´noma en la computacio´n in-vivo. Esta traduccio´n de in-vitro a in-vivo es
el objetivo fundamental que persiguen no so´lo los desarrollos de esta Tesis Doctoral
sino los u´ltimos avances en Biolog´ıa Sinte´tica, tratando de encontrar as´ı aplicaciones
en campos de investigacio´n tan diversos como la ecolog´ıa o la medicina.
Despue´s del disen˜o de los pla´smidos en los que debe ir codificada toda la
informacio´n manejada por el problema (datos iniciales), los algoritmos disen˜ados
en los experimentos tradicionales protocolizaban una serie de pasos de clonacio´n de
la poblacio´n en diferentes tubos de ensayo, en los que se llevaban a cabo fases de
seleccio´n de los cassettes del pla´smido presente en el tubo, mediante la introduccio´n
en e´ste de enzimas espec´ıficas. Con este procedimiento, el espacio de bu´squeda del
problema es explorado totalmente representando cada individuo en un pla´smido,
con lo que so´lo queda un u´ltimo paso de seleccio´n para obtener el pla´smido buscado.
Con la intencio´n de trasladar el algoritmo de manipulacio´n manual anterior
basado en tubos a un nuevo paradigma de computacio´n natural auto´nomo, se u-
san cepas bacterianas que emulen la utilizacio´n de tubos de ensayo en la fase de
exploracio´n del espacio de bu´squeda del problema a resolver. Como resultado, la
intervencio´n humana se reduce al ma´ximo durante la fase de proceso del problema
ya que las cepas interactu´an entre s´ı desempen˜ando las tareas que se deben realizar
manualmente en la computacio´n in-vitro.
Las caracter´ısticas esenciales del uso gene´tico son dos:
• Transferencia gene´tica de los datos del problema.
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La conjugacio´n bacteriana es habilitada3 en la comunidad multi-cepa y los
datos son codificados en pla´smidos de manera que cualquier bacteria pueda
traspasar sus pla´smidos a otra. Este proceso simula el env´ıo de datos entre los
procesadores de una red.
• Instrucciones cromoso´micas.
Siguiendo la analog´ıa en la que consideramos cada bacteria como un procesador
independiente, los datos sufren diferentes mutaciones y cambios en cada nodo
de la red debido a la actividad de las instrucciones que cada procesador tenga
programadas. Estas instrucciones computacionales, que no son ma´s que la
informacio´n necesaria para llevar a cabo un proceso determinado, son propias
de cada procesador de la red. Es decir, son propias de cada bacteria de la
comunidad y esta´n almacenadas en el cromosoma celular, que es el lugar donde
la informacio´n gene´tica local (propia de la ce´lula) se codifica para evitar su
intercambio.
En el proceso de traduccio´n de la computacio´n in-vitro (con tubos de ensayo)
en paradigmas auto´nomos se observa con facilidad la efectividad de estas ins-
trucciones.
En la figura 9.1.a) se observa la metodolog´ıa cla´sica en la que, teniendo muchos
pla´smidos en un mismo tubo, se introduce manualmente en la solucio´n una
enzima capaz de cortar un sector espec´ıfico de e´stos. La misma operacio´n se
ilustra en la figura 9.1.b) pero esta vez en un contexto auto´nomo in-vivo: la
bacteria superior tiene la capacidad de producir una encima que corta el mismo
sector a del pla´smido. Dicho pla´smido, cuando recaiga en la bacteria inferior,
sufrira´ el corte por un nuevo sitio correspondiendo a la encima que produce
esta u´ltima bacteria. As´ı, el pla´smido sufre dos reducciones en el mismo cultivo
bacteriano y sin intervencio´n humana.
3El conocimiento sobre los procesos moleculares y la alta tecnolog´ıa permiten hoy en d´ıa la
inhabilitacio´n de la capacidad de transferencia gene´tica en una poblacio´n. En los desarrollos de
cap´ıtulos posteriores, se inhabilitara´ para evitar comportamientos indeseados.
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Figura 9.1: Manipulacio´n automa´tica con encimas. a) Procedimiento manual in-vitro; b)
Procedimiento automa´tico in-vivo.
Este paradigma de computacio´n que aqu´ı se propone sirve de punto de partida
para disen˜ar bacterias que solucionen problemas ma´s complejos. Hay que tener
en cuenta que los cromosomas de las ce´lulas que pertenecen a la misma cepa
bacteriana llevan el mismo disen˜o y, por consiguiente, esas ce´lulas presentan
la misma funcionalidad.
En el ejemplo modelado en este cap´ıtulo, se utilizan dos instrucciones por
cromosoma:
. Una instruccio´n para modificar los pla´smidos que circulan por la comu-
nidad mediante ciclos de recombinacio´n dirigida. De esta manera cada
bacteria esta encargada de evolucionar el conjunto de datos explorando
as´ı el espacio de bu´squeda.
. Una instruccio´n de evaluacio´n es la encargada de comprobar si el nuevo
individuo recombinado cumple o no cierta condicio´n de fin. Si se cumple la
condicio´n espec´ıfica, el conjunto de datos sera´ evaluado satisfactoriamente
y representara´ la solucio´n final mediante la expresio´n de un reporter que
permita la fa´cil identificacio´n de e´sta.
Se debe prestar especial atencio´n a las caracter´ısticas del los pla´smidos usados
en este disen˜o debido al requisito de este algoritmo referido a la separacio´n total de
material gene´tico en dos tipos: cromosomas y pla´smidos.
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Esta independencia necesaria de los dos tipos de informacio´n obliga a evitar el
uso de los llamados pla´smidos integrativos que son aquellos que poseen la capacidad
de romper momenta´neamente el cromosoma celular e insertarse dentro de e´ste. Esta
funcionalidad que tan u´til resulta en otros a´mbitos para la posterior replicacio´n de la
informacio´n gene´tica codificada en el pla´smido durante el proceso de fisio´n celular,
es capaz de terminar con la efectividad del algoritmo.
Adema´s de evitar el uso de pla´smidos integrativos o episomas es importante
atender a su capacidad de conjugacio´n y movilidad para evitar el empleo de:
• Pla´smidos conjugativos pero no movilizables (Tra+ Mob-).
Estos pla´smidos permiten realizar el contacto entre las bacterias pero no tienen
capacidad para transferir su ADN. Como este algoritmo basa su desarrollo en
el traspaso de los conjuntos de datos, estos pla´smidos no ser´ıan de utilidad.
• Pla´smidos no conjugativos pero movilizables (Tra- Mob+).
Al contratio que el caso anterior, esto pla´smidos si tienen la capacidad de
transferir su ADN pero no de crear el medio propicio para ello. Por tanto,
resultan igual de inapropiados para el algoritmo.
Los pla´smidos que tienen ambas caracter´ısticas, conjugativos y movilizables
(Tra+ Mob+) se denominan auto-transferibles y son lo vectores de uso convenien-
te en la comunidad heteroge´nea disen˜ada. Futuros desarrollos que sigan esta linea
de investigacio´n se pueden fundamentar en la combinacio´n de distintos tipos de
pla´smidos para desarrollos ma´s complejos.
9.2.1. Formalizacio´n
El biodispositivo modelado para realizar computaciones por conjugacio´n es
una comunidad C definida por el siguiente conjunto:
C = {S1, . . . , Si} (9.2)
donde las variables S simbolizan cepas distintas y el para´metro i el nu´mero final de
e´stas que sera´ necesario para resolver el problema tratado.
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Una cepa se representa con una estructura de datos similar:
S = {B1, . . . , Bj} (9.3)
donde las variables B son los objetos de procesamiento mı´nimos en los que se des-
compone el biodispositivo, es decir bacterias independientes y el para´metro j el
nu´mero de e´stas en una cepa, con j >> i.
Teniendo en cuenta la jerarqu´ıa del disen˜o y a la vista de los conjuntos ante-
riores, define la comunidad C de la forma:
C = {B11, B12, B13, . . . , Bij} (9.4)
Segu´n la descripcio´n detallada al principio de la seccio´n para la resolucio´n de
un problema SAT, se ha de definir tres caracter´ısticas ba´sicas espec´ıficas de cada
bacteria:
• Un conjunto [pn] donde se enumeran los pla´smidos o conjuntos de datos que
representan las posibles soluciones presentes en la bacteria Bij en un instante
de computacio´n determinado.
• Una instruccio´n computacional [Ii] de comu´n implantacio´n en todas las bac-
terias Bij de la misma cepa Si, y que especifica el tipo de recombinacio´n que
la ce´lula lleva a cabo sobre los pla´smidos.
En conjunto, todas las instrucciones [I] deben abarcar todos los cambios po-
sibles en los conjuntos de datos de manera que el espacio de bu´squeda del
problema sea explorado por completo. El nu´mero de estas instrucciones deter-
minara´ en este ejemplo el nu´mero de cepas a usar en la computacio´n.
• Una instruccio´n computacional de evaluacio´n [E] encargada de evaluar cons-
tantemente los conjuntos de datos que se encuentran en la bacteria en un
momento determinado. En caso de que el pla´smido sea validado por represen-
tar el conjunto solucio´n, esta instruccio´n debe ser capaz de informar de esta
confirmacio´n4.
4En el caso de una confirmacio´n digital, lo ma´s habitual ser´ıa usar prote´ınas de fluorescencia
para avisar del hallazgo de solucio´n en una ce´lula.
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Se define una bacteria en el estado inicial de la computacio´n como:
B0ij = {[∅], [Ii], [E = False]} (9.5)
donde el conjunto vac´ıo representa la ausencia de conjuntos de datos en la ce´lula y
la instruccio´n de evaluacio´n no produce respuesta afirmativa.
Esta configuracio´n inicial B0ij sera´ igual en todas las ce´lulas de la comunidad
(cada una con la instruccio´n [I] que corresponda) salvo las ce´lulas encargadas de
comenzar la distribucio´n de pla´smidos. E´stas no presentara´n un conjunto vac´ıo sino
los pla´smidos iniciales cuya codificacio´n represente todos los datos del problema.
El uso de una cepa sencilla, sin instrucciones codificadas en el cromosoma ni
caracterizacio´n especial, cuyo u´nico fin sea llevar los pla´smidos necesarios para el
comienzo de la computacio´n puede conferir al biodispositivo un interesante cara´cter
de activacio´n. As´ı se podr´ıa distinguir entre dos estados:
• Biodispositivo armado. Este estado aparece una vez que todas las cepas que
participan activamente en la computacio´n son mezcladas en una misma super-
ficie o medio de cultivo, y en e´l la comunidad esta´ lista para llevar a cabo el
proceso de evolucio´n gene´tica tan pronto como aparezcan pla´smidos.
• Biodispositivo activado. Una vez la comunidad en estado armado recibe los
pla´smidos que codifican los datos del problema, se activa el funcionamiento de
e´sta y se considera en estado activado.
En futuros desarrollos en los que se aplique este algoritmo en distintos dominios
cient´ıficos como la ecolog´ıa, esta visio´n de la actividad de la comunidad heteroge´nea
dividida en dos estados distintos puede resultar de mucha utilidad. Esto es debido a
que esta visio´n potencia el cara´cter auto´nomo al poder dejar la comunidad en estado
armado en un medio espec´ıfico a la espera de ser activada por causas externas.
En cualquier caso, a medida que los procesos de conjugacio´n bacteriana tienen
lugar y los conjuntos de datos sufren diversas recombinaciones en el interior de las
ce´lulas, alguna alcanzara´ el estado final de la computacio´n definido por:
Bnij = {[pn], [Ii], [E = True]} (9.6)
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donde el conjunto de datos codificado en el pla´smido pn representara´ el conjunto
solucio´n al problema que se pretende resolver.
9.3. Codificacio´n gene´tica
Una especificacio´n ma´s detallada de la codificacio´n con el fin de resolver una
instancia del problema SAT se ofrece en esta parte. Debido a las caracter´ısticas
espec´ıficas del problema SAT: 1) La instruccio´n de evaluacio´n debe ser una funcio´n
de validacio´n lo´gica similar a los circuitos gene´ticos ba´sicos ya vistos en cap´ıtulos
anteriores; 2) El pla´smido inicial debe contener un valor (True/False) para cada
variable del enunciado; y 3) La instruccio´n encargada de mutar el pla´smido con
la finalidad de alterar los valores de las variables esta´ basada en un sistema de
intercambio de casetes cuya funcio´n se detalla ma´s adelante.
Pla´smidos codificados. Para saber que´ informacio´n es necesario codificar, se
han de definir previamente los datos del enunciado. La funcio´n lo´gica f que debe
ser validada en la resolucio´n de una instancia del problema SAT esta´ compuesta por
una serie de n variables: f(x1, x2, . . . , xn) en la que cada variable xi puede tomar
los dos valores posibles {xi,¬xi}. Un so´lo pla´smido es necesario para representar
un individuo del espacio de bu´squeda del problema, el cual es introducido en la
computacio´n por medio de las bacterias de inicializacio´n5 B0.
El pla´smido tiene n+1 casetes caracter´ısticos. El primero de todos ellos se usa
para codificar un promotor constitutivo6 y los n siguientes para codificar los valores
positivos de las variables del enunciado (x1, x2, . . . , xn). Esta forma de codificar el
conjunto de datos solucio´n es altamente susceptible a cambios, por ejemplo se podr´ıa
colocar un promotor constitutivo delate de cada casete o variable.
Los sitemas de intercambio de casetes de cada bacteria se encargan de cambiar
las variables -inicialmente positivas- de este conjunto de datos por variables del
5Pertenecientes a la cepa extra, sin instrucciones cromoso´micas, encargada de transportar los
conjuntos de datos.
6Por ejemplo, un promotor de Neomicina, pNm.
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conjunto (x1, x2, . . . , xn) formando as´ı individuos nuevos.
Las variables del enunciado del problema se codifican cada una en un gen es-
tructural cuya expresio´n gene´tica produce una mole´cula espec´ıfica. As´ı, las mole´cu-
las expresadas, correspondientes a un conjunto de datos, pueden interactuar con la
instruccio´n de evaluacio´n insertada en el cromosoma bacteriano y producir, si el
pla´smido codifica el conjunto solucio´n, una salida positiva al problema.
Recombinacio´n dirigida. La recombinacio´n es una u´til y maleable operacio´n
que las bacterias llevan a cabo frecuentemente con la finalidad de mutar o cruzar
informacio´n gene´tica [Fra07]. As´ı, se puede modificar este comportamiento para sa-
tisfacer las necesidades de la computacio´n que queremos que las ce´lulas realicen. En
este caso, los procesos de recombinacio´n dirigida tienen como objetivo el intercambio
de casetes entre el pla´smido y el cromosoma bacteriano de manera que la informacio´n
final que se encuentra en el conjunto de datos -o pla´smido- despue´s de este proceso
corresponda a un individuo nuevo del espacio de bu´squeda del problema.
Para realizar este intercambio de informacio´n gene´tica se hace uso de los sis-
temas de intercambio de casetes por medio de prote´ınas recombinasas (RMCE7)
Estos sistemas son cada d´ıa ma´s usados en biolog´ıa sinte´tica as´ı como en ingenier´ıa
gene´tica debido a la utilidad de e´stos para manipular informacio´n gene´tica [Bae01].
Los sistemas RMCE se definen por el par prote´ına-sitio en el que una prote´ına
recombinasa es capaz de intercambiar dos casetes que este´n flanqueados por sitios de
recombinacio´n espec´ıfica. Aunque la variedad de sistemas RMCE no es muy extensa,
se consigue manipular los sitios espec´ıficos para crear mu´ltiples subsistemas mutados
de un sistema dado.
El me´todo de realizar procesos de recombinacio´n dirigida es disen˜ado para evi-
tar la generacio´n de espacio de bu´squeda no u´til y reducir as´ı el coste computacional
del algoritmo. En el problema SAT, un individuo va´lido del espacio de bu´squeda del
problema es aquel conjunto de datos que presenta una computacio´n final (ya resulte
7Recombinase-Mediated Cassette Exchange.
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True o False su validacio´n). Es decir, debe presentar valores positivos o negativos
para las n variables del enunciado.
Todos aquellos individuos que contienen un nu´mero de valores diferente al
nu´mero de variables son obviamente inva´lidos. Tambie´n lo son, aquellos que teniendo
n valores, varios de ellos hacen referencia a la misma variable de la fo´rmula enunciado
deja´ndo sin valor definido a algun para´metro. Estos individuos inva´lidos no producen
en el proceso de validacio´n una computacio´n final y son considerados pertenecientes
al espacio de bu´squeda inu´til.
El proceso de recombinacio´n dirigida optimiza este cruzamiento y asegura que
so´lo los individuos va´lidos son generados durante el proceso evitando as´ı bu´squedas
sin sentido.
En la comunidad de bacterias habra´, por tanto, tantas instrucciones de re-
combinacio´n como variables tenga la fo´rmula enunciado. Cada cepa bacteriana es-
tara´ gene´ticamente modificada para llevar a cabo una recombinacio´n dirigida es-
pec´ıfica en su interior, encontra´ndose en un nu´mero igual al nu´mero de para´metros
inicial.
Instruccio´n de evaluacio´n. El problema SAT, tal como aqu´ı se plantea, necesita
una evaluacio´n externa separada de los datos que compruebe la viabilidad de los
valores asignados a las variables. La idea de tener almacenadas las instrucciones de
evaluacio´n como programas fijos en los cromosomas capaces de evaluar los conjuntos
de datos presentes en una ce´lula, es innovativa y u´til a la hora de traducir los cla´sicos
experimentos in-vitro a un nuevo paradigma auto´nomo in-vivo.
Cada an˜o decrece exponencialmente el coste de s´ıntesis de ADN y, algu´n dia,
sera´ posible sintenizar el genoma bacteriano completo. El proceso de almacenaje
de instrucciones cromosoma´ticas como se propone en este cap´ıtulo podr´ıa resultar
entonces de gran utilidad y potencia de co´mputo en el disen˜o de biodispositivos
celulares.
Esta instruccio´n de evaluacio´n se comporta como un circuito gene´tico simple
en el que las entradas son los factores de transcripcio´n resultantes de la expresio´n
Arquitecturas de Comunicaciones para la Computacio´n Algoritmica en Poblaciones de Bacterias Multi-Cepa
9. Modelo de resolucio´n del problema SAT 99
Figura 9.2: Instruccio´n de evaluacio´n. Equivalencia entre circuitos lo´gicos (izquierda) y
gene´ticos (derecha).
del conjunto de datos. Por ejemplo, la figura 9.2 muestra el circuito gene´tico que
sirve como instruccio´n de evaluacio´n correspondiente a la fo´rmula ¬(a∧ b). Al esta´r
la fo´rmula formada u´nicamente por un literal, la ecuacio´n SAT se puede traducir en
una puerta lo´gica cla´sica, siendo la puerta NAND la que presenta esa funcionalidad.
Los promotores P1 y P2 de la figura 9.2 actu´an como promotores inducibles
por la presencia de los factores de trascripcio´n de las variables a y b respectiva-
mente. Por el contrario, el promotor P3 es un promotor represible por el factor de
trascripcio´n conjunto que surge de la unio´n de los para´metros output1 y output2.
De esta forma, cuando los promotores inducibles expresan sus genes consecuentes el
promotor P3 resulta reprimido y el gen gene3 no se expresa. En cualquier otro caso,
este gen final s´ı es expresado cumpliendo as´ı esta instruccio´n con la fo´rmula lo´gica
propuesta.
9.4. Computando una instancia del SAT
Para finalizar este cap´ıtulo, se formaliza una simulacio´n teo´rica de una instan-
cia del problema SAT formada por dos literales y dos cla´usulas.
La expresio´n lo´gica del problema que debe ser resuelto de manera auto´noma
por una comunidad multi-cepa transge´nicamente modificada de la manera detallada
previamente es:
(¬a ∧ ¬b) (9.7)
El espacio de bu´squeda correspondiente a la ecuacio´n anterior esta´ formado
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por las 4 posibles soluciones a e´sta:
[{a, b} , {¬a, b} , {a,¬b} , {¬a,¬b}] (9.8)
A partir del conjunto de datos dado al principio de la computacio´n e introdu-
cido en la comunidad armada8 por cada bacteria inicial B0, el resto del espacio de
bu´squeda se va explorando de manera auto´noma por la comunidad y se evalu´an las
soluciones encontradas a mismo tiempo que se forman e´stas. Este conjunto inicial
de datos corresponde al pla´smido que codifica el individuo (a ∧ b), el cual presen-
tara´ resultado negativo en el proceso de evaluacio´n al no representar una solucio´n
va´lida de la ecuacio´n .
Son tres las cepas necesarias para formar la comunidad multi-cepa capaz de
procesar la instancia SAT propuesta. Ya que la ecuacio´n del enunciado esta´ compues-
ta por dos variables se necesitara´n dos cepas principales modificadas para integrar
instrucciones de recombinacio´n en sus respectivos cromosomas (un sistema RMCE
distinto en cada cepa), y otra cepa extra encargada de portar las copias del pla´smido
que representa el conjunto de datos inicial.
¬a ¬b 
a 
b 
¬
b 
a ¬a 
¬
b 
¬b 
b 
¬a 
a 
Carrier bacteria Bacteria B Bacteria A 
1 
2 
3 
4 
gfp 
5 
Figura 9.3: Algoritmo de resolucio´n de la ecuacio´n propuesta en una comunidad formada
por tres cepas: una portadora (carrier bacteria) y dos principales.
La figura 9.3 muestra el comportamiento de la comunidad bacteriana desde un
8Recordar la diferencia entre biodispositivo armado y biodispositivo activado explicada ante-
riormente en este cap´ıtulo.
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punto de vista de la computacio´n a alto nivel. La secuencia de acciones ejemplificada
en la figura se detalla a continuacio´n:
1. El pla´smido con el conjunto de datos inicial (a ∧ b) se introduce en la comu-
nidad armada compuesta por las dos cepas principales por medio de la cepa
portadora. A continuacio´n, cualquier bacteria de dicha cepa puede realizar un
proceso de transferencia horizontal con otra bacteria receptora. En el ejemplo
de la figura 9.3 se produce una conjugacio´n entre una bacteria inicial y una
bacteria de la cepa B (cepa espec´ıfica de la segunda variable).
2. Una vez el pla´smido ha sido transferido, el sistema de recombinacio´n Cre/lox
(sistema RMCE de la cepa B como se detallara´ a continuacio´n) modifica el
pla´smido sustituyendo la variable b por su valor negativo ¬b que inicialmente
posee la bacteria en el cromosoma. El conjunto de datos representa ahora la
solucio´n (a∧¬b) la cual no valida la ecuacio´n 9.4 y en consecuencia la bacteria
no mostrara´ salida positiva.
3. Otro proceso de conjugacio´n bacteriana se produce entre la u´ltima bacteria B
y una bacteria A receptora.
4. Una vez transferido el pla´smido (que ya no representa el conjunto de datos
inicial) el sistema de recombinacio´n FLP/FRT (sistema RMCE de la cepa A)
intercambia el casete a del pla´smido por el casete ¬a del cromosoma bacte-
riano.
5. La nueva configuracio´n del conjunto de datos (¬a∧¬b) representa los valores
correctos que validan la ecuacio´n 9.4. La expresio´n de los dos genes correspon-
dientes a dichas variables provoca que la instruccio´n de evaluacio´n resulte en
la expresio´n de un reporter como un gen de fluorescencia.
Como se ha mencionado, son dos los sistemas de recombinacio´n dirigida los
que se utilizan en el disen˜o de este biodispositivo:
1. FLP/FRT. Este sistema RMCE lo utilizan las bacterias de la cepa A y me-
diante la produccio´n de la prote´ına recombinasa FLP pueden intercambiar
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los casetes flanqueados por sitios FRT. Se utiliza un sitio FRT y otro FRTm
(mutado) para rodear los genes objetivo.
2. Cre/lox. Por medio de la prote´ına Cre las bacterias de la cepa B intercambian
los casetes flanqueados por sitios de recombinacio´n espec´ıficos lox. Al igual que
el caso anterior, se utilizan dos tipos diferentes de sitios lox: el sitio loxP y un
sitio loxm mutado como lox2272.
La instruccio´n de evaluacio´n codificada en los cromosomas de las cepas princi-
pales consiste en un u´nico promotor con comportamiento AND (promotor T7). Este
promotor es inducido por la presencia de dos factores simulta´neamente que son:
T7 RNA polimerasa -expresada mediante el gen estructural T7ptag- y un supresor
tRNA expresado por el gen supD [And07].
La figura 9.4 muestra en detalle la codificacio´n de las estructuras de informa-
cio´n manejadas por el biodispositivo en el que se utilizan las correspondencias de la
tabla 9.1.
Cuadro 9.1: Correspondencia gene´tica de las variables del enunciado.
Variable Gen correspondiente
a araC (Arabinose)
b IPTG (Isopropyl-beta-bio D-galactopyranoside)
¬a supD (Amber suppresor tRNA)
¬b T7ptag (T7 RNA polymerase)
En la figura 9.4a se detalla la codificacio´n del pla´smido inicial con la con-
figuracio´n (a ∧ b) y los cromosomas (antes de cualquier conjugacio´n) de las cepas
principales A y B. El cuarto paso de la figura 9.3 se muestra especificado en la figura
9.4b en el que el pla´smido con la configuracio´n (a∧¬b) se encuentra en el interior de
una bacteria de la cepa B. En el momento de la conjugacio´n se produce la prote´ına
FLP que permite el intercambio entre el primer casete caracter´ıstico del pla´smido
(rodeado de sitios espec´ıficos FRT) y el gen supD almacenado inicialmente en el
cromosoma bacteriano.
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Figura 9.4: Codificacio´n de la informacio´n del problema. a) Codificacio´n del conjunto
de datos inicial as´ı como la configuracio´n de las dos cepas principales. b) Ejemplo de
intercambio de casetes producido en el interior de una bacteria de la cepa A.
Como resultado, ambos genes del pla´smido al expresarse forman el factor de
transcripcio´n T7 el cual induce el promotor pT7. Se produce as´ı la expresio´n del re-
porter que en este caso es un gen de fluorescencia verde (gfp) identificando as´ı aquella
bacteria que ha llegado a obtener a la solucio´n del problema.
9.4.1. Discusio´n
Es importante resaltar el cara´cter totalmente as´ıncrono que presenta la compu-
tacio´n en el biodispositivo. Es decir, los ciclos de recombinacio´n no se suceden se-
cuencialmete sino paralelamente de un modo aleatorio, pudiendo coexistir conjuntos
de datos muy evolucionados con conjuntos de datos au´n en su fase inicial. Los flujos
de datos observados en la figura 9.5 ilustran el camino por el que los conjuntos de
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datos transitan de manera as´ıncrona en una comunidad que resuelva una instancia
con cuatro variables.
Figura 9.5: Flujo de datos en la comunidad SAT.
El paralelismo masivo de los procesos de conjugacio´n entre bacterias9 y el
cara´cter auto´nomo que presenta la comunidad heteroge´nea a la hora de resolver el
problema planteado son los objetivos perseguidos por este desarrollo.
Tambie´n es importante resaltar que el proceso de apareamiento entre ce´lulas
beneficia el buen desarrollo del algoritmo planteado al no permitir que una bacteria
funcione como receptora de pla´smidos ma´s de una vez siendo as´ı identificable el
conjunto de datos que contiene. Esta secuencia es:
• Primer paso. Una ce´lula conjugativa (F+), con su pelo sexual se acerca a otra
no conjugativa (F-)10.
• Segundo paso. Contacto entre las dos ce´lulas por medio del pelo sexual. Se pro-
duce entonces un acercamiento de ambas hasta entrar en contacto, forma´ndose
entonces en las membranas un poro por el que se transmite el material gene´ti-
co.
• Tercer paso. S´ıntesis de las cadenas de ADN conjugativo y formacio´n del
pla´smido de doble cadena.
9La concentracio´n de bacterias por mililitro de solucio´n supera los 2 × 109 ce´lulas.
10El cara´cter conjugativo de las bacterias va impl´ıcito en el pla´smido de datos inicial. Por tanto,
so´lo las bacterias de la cepa inicial son, al principio de la computacio´n, bacterias conjugativas con
factor F+.
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• Cuarto paso. Sellado de los poros y separacio´n de las ce´lulas. Cada una de
ellas contiene ahora una copia del Factor F.
Al acabar el cuarto paso de la conjugacio´n, la bacteria F- se convierte en F+
lo que la confiere una importante caracter´ıstica: a partir de ese momento, la bacteria
no puede ser receptora nunca ma´s de pla´smidos y si donante. Esta faceta hace que
los conjuntos de datos no acaben mezcla´ndose de manera inproductiva y el algoritmo
se desarrolle sin problemas.
La finalidad de este paradigma de co´mputo por conjugacio´n, ma´s alla´ de resol-
ver un problema matema´tico, es mostrar la capacidad de una comunidad de bacterias
de evolucionar un conjunto de informacio´n gene´tica hacia un determinado objetivo
mediante la utilizacio´n de las rutas de comunicacio´n naturales. Esta mutacio´n dirigi-
da por instrucciones gene´ticas puede resultar de utilidad en aplicaciones ecolo´gicas
o me´dicas en donde el cara´cter auto´nomo del biodispositivo representa una gran
ventaja.
Arquitecturas de Comunicaciones para la Computacio´n Algoritmica en Poblaciones de Bacterias Multi-Cepa
Cap´ıtulo 10
Disen˜o de un biocircuito celular
I´ndice
10.1. Arquitectura del Modelo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 106
10.2. Elementos estructurales: puertas lo´gicas celulares . . . . 108
10.3. Modelado del sistema . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113
10.4. Simulacio´n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 119
En este cap´ıtulo se propone el disen˜o detallado de un circuito gene´tico lo´gico
utilizando una comunidad heteroge´nea de bacterias formada por tres cepas transge´ni-
cas independientes. Cada cepa presenta una funcionalidad espec´ıfica de manera que
so´lo mediante la unio´n de las tres, el comportamiento final del circuito pueda emer-
ger. Este comportamiento final responde a una funcio´n lo´gica XOR.
10.1. Arquitectura del Modelo
La alteracio´n de los sistemas de comunicacio´n bacteriana interespecie (quo-
rum sensing) basada en el intercambio de pequen˜as mole´culas de la familia N-
Acylhomoserine lactone (AHL) sirve para realizar las tareas de sincronizacio´n nece-
sarias en el circuito.
Como ya se ha visto, los circuitos gene´ticos son mayoritariamente modelados
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en una sola ce´lula desarrolla´ndose as´ı la funcionalidad completa del circuito en el
interior de la misma. Sin embargo, en este cap´ıtulo se propone un disen˜o en el que
cada ce´lula B es considerada una puerta lo´gica del circuito total y las conexiones
qu´ımicas ce´lula-ce´lula son modificadas para controlar la funcionalidad final que se
desarrolla en la comunidad multi-cepa en su conjunto. Siendo una cepa C represen-
tada por un conjunto de bacerias {B1, B2, · · · , Bn} transge´nicamente modificadas
por igual para presentar una funcionalidad lo´gica determinada, un biocircuito A es-
tara´ formado por un conjunto de cepas, A = {C1, C2, · · · , Cm} donde m representa
el nu´mero de puertas lo´gicas necesarias para la correcta ejecucio´n del circuito lo´gico
disen˜ado.
Una de las mayores ventajas que este paradigma presenta a simple vista es el
amplio cara´cter reutilizable resultante de tener una cepa gene´ticamente modificada
por cada puerta lo´gica. Esto permite el fa´cil desarrollo de biocircuitos con compor-
tamientos diferentes con el simple hecho de combinar las cepas de distintas formas
en lugar de tener que reprogramar toda la red gene´tica intracelular, como se tendr´ıa
que hacer en los desarrollos uni-cepa.
De esta manera se presenta un modelo de biocircuito lo´gico XOR (exclusive
OR) formado por tres cepas bacterianas: una cepa modificada para que cada una
de sus bacterias funcione como una puerta OR, otra formada por bacterias con
funcionalidad NAND y una u´ltima cuyas ce´lulas muestran un comportamiento AND.
Este disen˜o responde al funcionamiento de una arquitectura de comunicaciones
ba´sica en la que la comunicacio´n entre cepas fluye u´nicamente en la direccio´n capa de
entrada → capa de salida y la capa de entrada debe ser estimulada desde el exterior
de la poblacio´n cada vez que se desea obtener una respuesta. As´ı, el biocircuito se
comporta como un circuito digital convencional en el que no existe retroalimentacio´n
alguna y so´lo la presencia de entradas provoca las reacciones necesarias para la
obtencio´n de una salida.
En el cap´ıtulo siguiente se propone la ampliacio´n de esta arquitectura de co-
municaciones mediante el uso de sen˜ales de feedback entre las capas de la comunidad
multi-cepa.
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Para el caso del biocircuito, que es el objetivo de este cap´ıtulo, la distribucio´n
de cepas en las capas se realiza de la siguiente manera:
• Capa de entrada: compuesta por dos cepas, con funcionalidades OR y NAND
respectivamente, encargadas de recibir las dos sen˜ales de entrada del biocir-
cuito.
• Capa de salida: compuesta por una cepa, de comportamiento AND, disen˜ada
para recibir la sen˜alizacio´n proveniente de la capa de entrada y actuar en
consecuencia para devolver la salida que corresponde al comportamiento XOR
en forma de intensidad lumı´nica.
Como se apuntaba anteriormente, la sincronizacio´n entre las distintas capas del
biodispositivo se realiza mediante el intercambio de mole´culas AHL. Estas mole´culas
son sintetizadas en la bacteria origen por el gen LuxI y reconocidas en la bacteria
destino por el gen LuxR. Si se realizan pequen˜as alteraciones en la secuencia de estos
genes se pueden provocar cambios en las mole´culas AHL de manera que pueden haber
tantas sen˜ales de sincronizacio´n distintas como sea necesario. El biocircuito XOR
detallado en la seccio´n de modelado hace uso de dos pares LuxI-LuxR diferentes.
10.2. Elementos estructurales: puertas lo´gicas ce-
lulares
Para poder construir el nanodispositivo correspondiente a un biocircuito capaz
de desempen˜ar una funcionalidad lo´gica espec´ıfica mediante el uso de bacterias, es
importante definir previamente y como punto de inicio los elementos estructurales
u´tiles para estos desarrollos. Estos elementos son las puertas lo´gicas necesarias pa-
ra el disen˜o de circuitos complejos las cuales estara´n contenidas cada una en una
bacteria distinta como se ha comentado previamente.
Las ce´lulas lo´gicas o puertas celulares, como se llamara´n de aqu´ı en adelante,
deben ser dispositivos capaces de procesar una o ma´s entradas y expresar una salida
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como consecuencia de la naturaleza de las sen˜ales de entrada siguiendo la funcio´n
lo´gica para la cual han sido gene´ticamente modificadas.
El disen˜o de ce´lulas lo´gicas esta´ basado en la capacidad de alterar las rutas y
mecanismos naturales de transcripcio´n para forzarlas a representar funcionalidades
lo´gicas. Esta alteracio´n consiste en incluir en el cromosoma de las bacterias una
determinada secuencia que marcara´ su funcio´n espec´ıfica como las detalladas ma´s
adelante en el caso de las bacterias lo´gicas AND, OR y NAND que son las que
intervienen en el circuito XOR objetivo de este cap´ıtulo. Se disen˜a entonces una
puerta lo´gica por cepa bacteriana ya que todos los individuos que forman una misma
cepa son gene´ticamente modificados de la misma forma y, por tanto, tienen la misma
secuencia alterada en el cromosoma.
Gracias a los importantes avances en tecnolog´ıa biomolecular, la insercio´n de
secuencias en el cromosoma bacteriano es cada vez una tarea ma´s sencilla y fiable.
Hoy en d´ıa, los esfuerzos en la investigacio´n relativa a la secuenciacio´n del genoma
bacteriano y la catalogacio´n y anotacio´n de las unidades funcionales del mismo,
revelan la existencia de unas determinadas secuencias denominadas neutral sites o
espacios neutrales en los cuales se pueden insertar nuevas unidades sin peligro de
afectar a la funcionalidad vital de la ce´lula o su viabilidad. Son esos espacios los
utilizados para insertar las unidades funcionales lo´gicas.
Una gran diversidad de operaciones pueden llevarse a cabo utilizando puertas
celulares debido a la naturaleza analo´gica con la que se trabaja a nivel molecular.
Las bacterias no esta´n obligadas o restringidas, como lo esta´n los computadores
convencionales, a trabajar u´nicamente de manera digital por lo que los dos paradig-
mas computacionales, digital y analo´gico se encuentran intr´ınsecos en los procesos
celulares. Es por ello, que futuros desarrollos referidos a circuitos gene´ticos deben
explotar ma´s la vertiente analo´gica en detrimento de la digital ya que, combinando
ambas, se podr´ıan disen˜ar dispositivos de caracter´ısticas inalcanzables por un solo
paradigma.
En la figura 10.1 se muestra, de manera parcial, el cata´logo de bacterias lo´gicas
(digitales y analo´gicas) que se pueden disen˜ar utilizando las ce´lulas como unidades
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independientes de proceso y que sirven para su uso como elementos estructurales en
el disen˜o de biocircuitos basados en poblaciones multi-cepa.
Tanto la parte de puertas lo´gicas digitales o puertas lo´gicas estrictas de la fi-
gura 10.1 como la parte correspondiente a puertas lo´gicas analo´gicas de dicha figura,
detallan el funcionamiento de varias posibilidades en el comportamiento de puertas
bacterianas desde el punto de vista de un disen˜o de alto nivel. Esto es as´ı ya que no
se detalla la composicio´n interna de la bacteria ni la secuencia geno´mica espec´ıfica
que determina su comportamiento lo´gico, sino que u´nicamente se observa el compor-
tamiento final de e´stas. Las mole´culas que se muestran en la figura representando
las entradas y/o salidas de las puertas celulares tienen la naturaleza siguiente:
• Mole´culas {a, b, c}: son sen˜ales de entrada de la familia AHL1 que inducen la
expresio´n gene´tica en el interior de las puertas celulares.
• Mole´culas {d}: son sen˜ales de salida que representan o bien una mole´cula
perteneciente al conjunto {a, b, c} o bien una prote´ına indicadora o marcadora.
Ejemplos de estas prote´ınas son la Luciferasa y la prote´ına GFP.
• Mole´culas {e}: son u´nicamente prote´ınas indicadoras o marcadoras usadas en
respuestas finales.
La figura 10.1.1) representa una implicacio´n primaria en la que una mole´cula
externa provoca en la bacteria la activacio´n de su funcionalidad y la consecuente
produccio´n de otra mole´cula de diferente o igual naturaleza. Las figuras 10.1.2) y
10.1.3) ilustran el comportamiento de puertas celulares AND. Las secuencias lo´gicas
de los cromosomas de estas bacterias esta´n disen˜adas de manera que la bacteria pro-
ducira´ mole´culas de respuesta so´lo si las dos entradas esta´n presentes en el mismo
instante de tiempo. Es importante hacer notar la diferencia entre las dos figuras:
el cara´cter interno (se encuentra en el interior de la membrana celular) o externo
(esta´ presente en la solucio´n nutriente) de las entradas. El objetivo de usar como
entrada una mole´cula del interior de la ce´lula es el disen˜o de biocircuitos ma´s com-
plejos en los que la comunicacio´n ce´lula-ce´lula coopere con los circuitos regulatorios
1Acylhomoserine lactone
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Figura 10.1: Puertas lo´gicas celulares
Arquitecturas de Comunicaciones para la Computacio´n Algoritmica en Poblaciones de Bacterias Multi-Cepa
10. Disen˜o de un biocircuito celular 112
intracelulares. Esta caracter´ıstica no es usada en el modelado del biocircuito XOR,
pero se propone como l´ınea de investigacio´n futura.
La bacteria de la figura 10.1.4) se comporta como una puerta NAND, es decir,
si ambas mole´culas de entrada esta´n presentes la bacteria no producira´ ninguna
respuesta.
La siguiente bacteria, 10.1.5), presenta funcionalidad de puerta OR en la que
la sola presencia de una de las entradas provoca una respuesta celular y la bacteria
10.1.6) es una puerta celular inversora. Esta u´ltima devuelve mole´culas de respuesta
cuando la entrada no esta´ presente y viceversa.
Con el disen˜o de la puerta celular 10.1.7) se quiere representar la posibilidad
de utilizar puertas lo´gicas estrictas multi-entrada. En este caso, la puerta se com-
porta como una funcio´n AND triple, es decir, se necesita que las tres entradas esten
presentes en el mismo instante de tiempo para poder expresar una respuesta final.
Esta u´ltima posibilidad muestra el cara´cter altamente escalable de este paradigma de
co´mputo al poder programar varias funciones lo´gicas en una misma puerta celular.
En el apartado donde se detallan las puertas analo´gicas de la figura 10.1,
se pueden observar dos gra´ficos que muestran la relacio´n entre el nivel de sen˜al de
entrada y la intensidad del marcador de salida (intensidad lumı´nica en el caso de usar
Luciferasa o GFP). La primera puerta celular representa una funcio´n inversamente
proporcional entre entrada y salida: a mayor valor de entrada menor valor se obtiene
en la salida. De manera contraria, la segunda puerta celular se comporta siguiendo
una funcio´n directamente proporcional. Estas puertas codifican un comportamiento
analo´gico real y pueden resultar muy u´tiles en la construccio´n y disen˜o de circuitos
gene´ticos complejos.
En [Nor08] se propone, aunque de una manera superficial, una posible solucio´n
a una instancia del problema TSP mediante el uso de bacterias con este comporta-
miento. As´ı las entradas corresponder´ıan a la distancia y la salida a la evaluacio´n
de estas, de manera que a mayor distancia de un camino concreto, menor ser´ıa la
respuesta de la bacteria que lo evalu´a.
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10.3. Modelado del sistema
De forma paralela a un circuito lo´gico digital, que es un dispositivo hardware
formado por puertas lo´gicas situadas sobre una superficie r´ıgida, el biocircuito mo-
delado consta de puertas celulares capaces de procesar datos e informacio´n lo´gica
contenidas en una solucio´n nutriente.
En el modelo descrito, las puertas lo´gicas esta´n implementadas utilizando una
cepa gene´ticamente modificada por cada funcio´n lo´gica con el motivo de resaltar la
potencia computacional de la comunicacio´n intercelular, el paralelismo y la rehusa-
bilidad.
Dos importantes ventajas surgen de la forma en que se disen˜an y sincronizan
los flujos de informacio´n entre la entrada/salida de una bacteria y la entrada/salida
de siguiente:
• Sen˜ales concurrentes.
Circuitos cuyas puertas esta´n todas completamente interconectadas surgen co-
mo resultado de mezclar en el mismo soporte varias cepas de puertas celulares.
As´ı, en un biocircuito C que contiene n bacterias, C = [B0..Bn], la salida de
una de esas puertas Bi es evaluada por el resto de la poblacio´n de forma
paralela:
Bi out → Bn in∀n ∈ C (10.1)
• Umbrales de sincronizacio´n.
Con la finalidad de sincronizar toda la poblacio´n para ofrecer una respuesta
simulta´nea de las puertas celulares, y como aproximacio´n al control del ruido
gene´tico, las bacterias utilizan umbrales regulatorios de la sen˜al de entrada.
Cada una de las puertas Bi de la poblacio´n tiene un umbral δ asignado. El
para´metro δ indica el nivel de concentracio´n mı´nimo de mole´culas de entrada
necesarias para producir una respuesta en la ce´lula objetivo. Si la salida pro-
ducida por una bacteria Bi debe ser usada como la entrada en la bacteria Bj
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y el nu´mero de mole´culas de sen˜alizacio´n se denota por |x|, se puede afirmar
que cuando se cumple la ecuacio´n:
|Bi out| ≥ δBj (10.2)
la funcio´n lo´gica de Bj es activada.
La comunicacio´n entre las puertas tiene lugar en el agente intermedio que hace
el papel de buffer o memoria compartida. La solucio´n nutriente mineral necesaria
para cultivar la poblacio´n de bacterias en un entorno que facilite sus acciones me-
tabo´licas realiza las funciones de esa memoria, a trave´s de la cual las sen˜ales se
comparten y transmiten.
En el momento en el que las bacterias son situadas en este medio, se compor-
tan como procesadores independientes que realizan permanentemente procesos de
lectura por medio de su membrana. El objetivo de esta lectura del medio es encon-
trar las mole´culas apropiadas para activar la funcio´n lo´gica para la cual la bacteria
ha sido previamente disen˜ada.
Del mismo modo las ce´lulas realizan los procesos de escritura en la memo-
ria compartida correspondientes a su funcio´n lo´gica con la finalidad de transmitir
sen˜ales a la siguiente puerta del circuito. El paralelismo masivo en las conexiones
viene dado por el hecho de que en un mililitro de solucio´n nutriente se encuentran
aproximadamente 2×109 puertas celulares, las cuales llevan a cabo simultaneamente
procesos de lectura/escritura.
La funcio´n lo´gica XOR, o puerta OR exclusiva, entre dos sen˜ales A y B se
define como aquella que da resultado positivo cuando una de sus sen˜ales de entrada
es positiva, pero no las dos al mismo tiempo tal como se muestra en la ecuacion 10.3.
Por tanto, la respuesta de la puerta celular debe responder a la siguiente afirmacio´n:
NOT A y B, o A y NOT B.
A⊕B = AB + AB (10.3)
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La figura 10.2 muestra la traduccio´n del circuito lo´gico esquema´tico XOR
(10.2.1) en el biodispositivo in-vivo de funcio´n ana´loga implementado con puertas
celulares (10.2.2). Como ya se ha mencionado previamente, este biocircuito consta de
tres cepas transge´nicas diferentes: OR (10.2.2a), NAND 10.2.2b) y AND (10.2.2c).
Es importante hacer hincapie´ en el caracter de ma´quina enasamblada que
tiene la comunidad XOR. Esto es as´ı ya que el biodispositivo final so´lo presenta
la funcionalidad requerida cuando todos sus componentes se juntan para tal fin.
Es decir, estando la poblacio´n XOR formada por tres cepas independientes, un
subconjunto de dichas cepas no presentar´ıa ninguna funcionalidad siendo necesaria
la intervencio´n de todos los componentes de la ma´quina para que e´sta quede armada
y activada simultaneamente.
En cuanto a la filosof´ıa de activacio´n, este biodispositivo es ligeramente distinto
al disen˜o del cap´ıtulo anterior aunque mantiene la separacio´n entre los conceptos de
biodispositivo armado y biodispositivo activado. Aqu´ı, el estado armado corresponde
a la mezcla en el mismo cultivo de las tres cepas mientras que el estado de activacio´n
se alcanza una vez introducidas las mole´culas de entrada en la comunidad.
Al producir el biocircuito salidas que son directa y estrictamente dependientes
de las entradas, se trata de modelar un circuito lo´gico combinatorio en el que los
elementos estructurales se ven afectados u´nicamente por las entradas del circuito
y las salidas parciales de las puertas precedentes en lugar de verse afectados en
instantes discretos de tiempo por pulsos de reloj.
Analizando el circuito desde el punto de vista del disen˜o de alto nivel de la
figura 10.2.1 se pueden observar cinco sen˜ales de entrada/salida. Las mole´culas de
la clase Arabinosa2 e IPTG3 actu´an como las sen˜ales de entrada al biocircuito que
deben iniciar la cascada de acciones necesaria para concluir en una salida lumı´nica.
Dichas mole´culas son le´ıdas por las cepas OR y NAND, las cuales dependiendo de
la presencia o ausencia las entradas actuara´n de manera diferente. Las respuestas
2Monosacarido ampliamente usado en cultivos bacterianos compuesto por cinco carbonos y un
grupo aldeh´ıdo.
3Abreviatura de Isopropyl β thiogalactopyranoside.
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Figura 10.2: Disen˜o de un biocircuito XOR. 1) Representacio´n esquema´tica de un circuito
XOR digital. 2) Disen˜o biolo´gico del circuito XOR usando 3 cepas transge´nicas; 2a: puer-
ta celular OR; 2b: puerta celular NAND; 2c: puerta celular AND. pAraBAD: promotor
inducible por Arabinosa; pLac: promotor inducible por IPTG; ∆pLac: promotor induci-
ble truncado IPTG; ∆pAlgT : promotor truncado algT ; pNm: promotor constitutivo de
Neomicina; gfp: prote´ına de fluorescencia verde.
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Cuadro 10.1: Reglas de inferencia de alto nivel
R1 if Arabinosa ∨ IPTG then OR(a) −→ AHLa
R2 if ¬Arabinosa ∨ ¬IPTG then NAND(b) −→ AHLb
R3 if (|AHLb| ≥ δc) ∧ (|AHLa| ≥ δc) then AND(c) −→ gfp
de estas dos cepas corresponden a la produccio´n o no de mole´culas del tipo AHLi,
donde i = {a, b}, que son escritas en la memoria compartida (esparcidas por la
solucio´n nutriente) de manera que la cepa correspondiente a la funcio´n lo´gica AND
pueda leer el medio en busca de e´stas. Consecuentemente y siguiendo la instruccio´n
lo´gica incluida en el cromosoma de la cepa AND, estas bacterias producira´n o no la
prote´ına de fluorescencia verde.
Mediante esta luz fa´cilmente detectable en laboratorio4, el biocircuito alcan-
zara´ la solucio´n final de la computacio´n de tal manera que la presencia de luz signi-
ficara´ la salida positiva de e´sta.
Las tres reglas de inferencia que explican el comportamiento de la poblacio´n
bacteriana heteroge´na a alto nivel se enumeran en la tabla 11.1 en forma de relacio-
nes sinta´cticas entre premisas y conclusiones. La primera regla R1 hace referencia
a la puerta celular OR y en ella se establece la produccio´n de AHLa siempre que
Arabinosa o IPTG este´n presentes. La segunda, R2, detalla el comportamiento de
la bacteria NAND, para la cual se condiciona la produccio´n de AHLb a la ausencia
de cualquiera de sus entradas. La u´ltima regla, R3, corresponde a la bacteria perte-
neciente a la capa de salida del biodispositivo (AND) e indica la necesidad de recibir
los dos tipos de mole´culas AHL para producir la prote´ına fluorescente gfp.
En el disen˜o de bajo nivel de las bacterias lo´gicas ilustrado en la figura 10.2.2 se
han utilizado dos tipos distintos de promotores en lo que se refiere al comportamien-
to de e´stos: promotores constitutivos que permiten la expresio´n gene´tica constante-
mente y promotores inducibles, los cuales necesitan activacio´n previa para inducir
la expresio´n.
4Mediante unos dispositivos llamados fotomultiplicadores.
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El funcionamiento se detalla a continuacio´n:
Cepa bacteriana OR. Los individuos pertenecientes a esta cepa expresan luxIa
siempre que un promotor inducible este´ siendo activado. Esto ocurre cuando el
componente Arabinosa induce pAraBAD o cuando IPTG induce el promotor pLac.
Cepa bacteriana NAND. Estas puertas celulares expresan luxIb siempre y cuan-
do ambas entradas no este´n presentes al mismo tiempo en la comunidad. El aspecto
ma´s relevante de este disen˜o se centra en la regulacio´n de la actividad de los promo-
tores de Neomicina (pNm). Estos promotores inducen constantemente la expresio´n
de los genes situados a continuacio´n como mucAB y luxIb a no ser que algu´n factor
de transcripcio´n se lige a los promotores truncados que los acompan˜an. La otra ca-
racter´ıstica fundamental es que la expresio´n constante del sistema MucAB bloquea
postranscripcionalmente los factores de transcripcio´n AlgT [Mat97]. As´ı, estas puer-
tas celulares paran la expresio´n de luxIb y, por consiguiente, la produccio´n de AHLb
si y solo si ambas entradas, Arabinosa e IPTG, son entradas verdaderas. IPTG des-
activa el complejo pNm∆pLac, bloqueando la produccio´n de mucAB y Arabinosa
induce AlgT reprimiendo as´ı al complejo pNm∆pAlgT.
La tabla 11.2 hace referencia a las reglas de inferencia del disen˜o de bajo
nivel. Para comprender la secuencia de reglas que finaliza en expresio´n lumı´nica
para un caso inicial en el que se introduce u´nicamente Arabinosa (y no IPTG) en la
solucio´n, conviene determinar previamente el estado inicial del dispositivo. Todos los
promotores, excepto los promotores de Neomicina constitutivos, se encuentran en
estado INACTIVO ya que son inducibles y necesitan activacio´n mediante factores de
transcripcio´n externos. Por lo tanto, todos los genes excepto mucAB, luxIb y luxRb
se encuentran en estado FALSE.
Formalmente se dice que, siendo Li el estado de la bacteria Bi en un ins-
tante espec´ıfico, la configuracio´n I1 = (L1, L2, L3) cambia en la configuracio´n I2 =
(L′1, L
′
2, L
′
3) en cada paso de la computacio´n. Por lo tanto, una computacio´n es defini-
da aqu´ı como una secuencia de configuraciones I0, I1, . . . donde I0 es la configuracio´n
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inicial descrita y la induccio´n o represio´n final del gen de fluorescencia en la bacteria
AND marca el fin de la secuencia.
Cuadro 10.2: Reglas de inferencia de bajo nivel
R1 if Arabinosa then pAraBADa = ACTIV E ∧ pAraBADb = ACTIV E
R2 if IPTG then pLac = ACTIV E ∧∆pLac = INACTIV E
R3 if pAraBADa = ACTIV E ∨ pLac = ACTIV E then luxIa = TRUE
R4 if pAraBADb = ACTIV E then algT = TRUE
R5 if ∆pLac = INACTIV E then mucAB = FALSE
R6 if algT = TRUE ∧mucAB = FALSE then ∆pAlgT = INACTIV E
R7 if |AHLb| ≥ δc then pLuxRb = ACTIV E
R8 if pLuxRb = ACTIV E then luxRa = TRUE
R9 if luxRa = TRUE ∧ |AHLa| ≥ δc then pLuxRa = ACTIV E
R10 if pLuxRA = ACTIV E then gfp = TRUE
R11 if luxIi = TRUE then |AHLi|t > |AHLi|t−1
R12 if luxIi = FALSE then |AHLi|t < |AHLi|t−1
La secuencia de reglas de inferencia de bajo nivel para la situacio´n inicial
descrita anteriormente y que finaliza en expresio´n de fluorescencia es:
{R1, R3, R4, R7, R8, R9, R10} (10.4)
Las dos u´ltimas reglas de la tabla 11.2, R11 y R12, son reglas dina´micas
que marcan el incremento y decremento, respectivamente, de mole´culas AHLi en la
memoria compartida desde el instante anterior t− 1 al instante de tiempo actual t.
10.4. Simulacio´n
Esta seccio´n trata de corroborar el correcto funcionamiento del biodispositi-
vo XOR mediante la simulacio´n computacional del mismo, como fase esencial del
proceso de validacio´n al que todos los desarrollos esta´n sometidos, y proporcionar
conclusiones relevantes para la comprensio´n del comportamiento de la poblacio´n. La
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comunidad bacteriana multi-cepa a simular, estara´ compuesta por tres cepas lo´gi-
cas geno´micamente diferenciadas y disen˜adas para colaborar e interactuar con las
otras de forma que so´lo al mezclar las tres cepas pueda emerger el comportamieto
buscado.
El cara´cter emergente [Cla98] del biodispositivo celular surge de esta interac-
cio´n distribuida entre cepas en la que el comportamiento final no puede entenderse
desde el punto de vista de cada componente por separado. Obviamente, durante el
estudio del disen˜o de la cepa OR es imposible adivinar el futuro comportamiento
de la poblacio´n XOR si se desconoce la naturaleza de las dos cepas restantes. Hoy
en d´ıa, el concepto de emergencia es objeto de gran atencio´n y estudio en ramas
cient´ıficas como las ciencias de la computacio´n (por ejemplo, los muchos desarro-
llos en swarm intelligence o inteligencia de enjambre [Dor99]5) o la filosof´ıa de la
biolog´ıa.
El emergentismo se opone as´ı a la visio´n mecanicista de la biolog´ıa que defien-
de su cara´cter meca´nico de auto´mata. En el paradigma computacional de puertas
celulares que se esta´ presentando en este cap´ıtulo se podr´ıa entender desde este
enfoque mecanicista el funcionamiento de una bacteria individual pero nunca el
comportamiento social resultado de la interaccio´n ce´lula-ce´lula.
Para la simulacio´n se ha hecho uso de la aplicacio´n Simulink6 de Matlab que
permite modelar sistemas dina´micos y la posterior visualizacio´n de su comporta-
miento. La librer´ıa BioBrick [Kid07] ha servido como punto de partida e inspiracio´n
para el disen˜o, as´ı como han sido nececaria la aplicacio´n de varias ecuaciones en el
dominio del tiempo7 que simularan los procesos moleculares.
5Han adquirido mucha relevancia durante los u´ltimos an˜os los algoritmos basados en el compor-
tamiento de las hormigas (Ant Colony Optimization) o en el comportamiento de las abejas (Bee
Optimizatio).
6http://www.mathworks.com/products/simulink/
7La pa´gina web http://openwetware.org ofrece gran variedad de informacio´n sobre el compor-
tamiento de procesos moleculares que han servido de punto de partida para la simulacio´n compu-
tacional. El proyecto OpenWetWare representa una herramienta u´til entre los investigadores para
el intercambio de informacio´n.
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10.4.1. Construccio´n del modelo
Cada cepa se disen˜a como un bloque independiente con dos entradas (In1,
In2 ) y una salidas (Out1 ). Las conexiones entre estos bloques y su posterior lectura
pueden observarse en la figura 10.3 que representa el modelo del disen˜o de alto nivel
de la figura 10.2.1. El estado del circuito representado corresponde a la introduccio´n
en la poblacio´n de una sola de las entradas, Arabinosa.
Figura 10.3: Disen˜o de alto nivel del circuito simulado
Se ha considerado como referencia en cuanto a la concentracio´n molecular
en la memoria compartida del biocircuito el conjunto nume´rico {0, · · · , 5} como
representacio´n de la produccio´n transcripcional total de una cepa bacteriana. De
esta forma, una cepa que no esta´ produciendo mole´culas del tipo AHLi se la asigna
un valor nulo mientras una cepa con produccio´n activa nunca supera el valor 5 que
es el ma´ximo nivel de concentracio´n molecular que puede producir.
Esta produccio´n variable en el tiempo es la que, junto con la determinacio´n de
los umbrales, marca la sincronizacio´n necesaria en la poblacio´n. En este caso, se ha
disen˜ado el umbral u´nicamente en las membranas de la cepa AND para reaccionar
s´ıncronamente a un determinado nivel de salida de las cepas NAND y OR.
Esa es la razo´n por la que en la figura 10.3 se introduce directamente una con-
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centracio´n ma´xima (nivel 5) de Arabinosa en la comunidad heteroge´nea forza´ndose
as´ı la reaccio´n de los individuos de la capa de entrada en, aproximadamente, el
mismo instante de tiempo.
El disen˜o del bloque correspondiente a la bacteria OR es detallado en la figura
10.4. La caracter´ıstica ma´s relevante de este modelo es el tratamiento lo´gico de la
funcio´n OR en el proceso de recorrido de la sen˜al desde las salidas de los promo-
tores al gen estructural luxIa, el cual confiere a la puerta celular un leve cara´cter
analo´gico o dina´mico frente a la naturaleza estrictamente digital de los circuitos con
alimentacio´n ele´ctrica. En lugar de hacer llegar al gen un valor digital de induccio´n
o represio´n se calcula un valor analo´gico de cara´cter aditivo, de manera que tres
valores distintos pueden llegar a e´l:
• Un valor nulo correspondiente a la situacio´n en la que ninguna de las entradas
se encuentra presente
• Un valor medio correspondiente a la presencia de una sola de las entradas.
Se entiende aqu´ı por valor medio, el valor normal de traduccio´n que tiene un
promotor aislado.
• Un valor alto que hace referencia a la presencia de ambas mole´culas. Ese valor
alto es consecuencia directa de la actividad de dos promotores sobre el mismo
gen estructural.
El estudio de los rangos dina´micos de expresio´n mediante el control de una
tupla de promotores consecutivos es un importante desarrollo para el disen˜o de
complejos mecanismos transcripcionales. Una relevante caracter´ıstica de este estudio
[Lam08] es la capacidad de la cromatina para inhabilitar la unio´n de factores de
transcripcio´n en el genoma con la consecuente regulacio´n de la expresio´n gene´tica.
Aunque en el disen˜o de la cepa OR se incluye un control ba´sico de este estilo, no
se utiliza e´ste, siendo la salida de dicha cepa le´ıda de un modo binario y digital. Sin
embargo, esta caracter´ıstica muestra, nuevamente, la escalabilidad del biocircuito.
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Figura 10.4: Disen˜o interno de cada bacteria OR
Cada bacteria perteneciente a la cepa NAND es modelada para el proceso de
simulacio´n tal y como se observa en la figura 10.5. La representacio´n de las interac-
ciones entre la expresio´n de los genes estructurales algT y mucAB es el aspecto ma´s
complicado del disen˜o de estas puertas celulares y merece especial atencio´n. En la
figura se distinguen tres complejos promotor-gen:
• En la parte superior de la figura 10.5 se encuentra el par de expresio´n formado
por el promotor pAraBAD, que es un promotor inducible por Arabinosa, y el
gen algT que es expresado por el promotor anterior. Los factores de transcrip-
cio´n resultantes actu´an de factores represivos del promotor truncado ∆pAlgT,
a trave´s del componente Switch1 segu´n se explica a continuacio´n. Estos facto-
res son desactivados (pierden su capacidad represora) por las mole´culas resul-
tantes de la expresio´n del gen mucAB lo que se representa mediante el bloque
sumatorio. As´ı, cuando ambos factores de transcripcio´n esta´n presentes, la
sen˜al que llega a la entrada central del Switch1 sera´ pra´cticamente nula.
• En la parte media de la misma figura se representa el complejo de promoto-
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Figura 10.5: Disen˜o interno de cada bacteria NAND
res pNm∆pAlgT y el gen estructural luxIb. El bloque Switch1 se encarga de
seleccionar el valor de la sen˜al que le llega al gen siguiendo el criterio que le
marque la sen˜al central. Esto es, si la sen˜al central es negativa, nula o pra´cti-
camente nula8 se considera que el promotor truncado no esta´ siendo reprimido
y se seleccionara´ la entrada de la derecha que se corresponde a la salida del
promotor de Neomicina. En caso contrario, se seleccionara´ la entrada izquierda
haciendo llegar al gen estructural el valor de salida del promotor ∆pAlgT que
8La empleo de la palabra difusa pra´cticamente hace referencia a la necesidad de establecer un
umbral en la decisio´n del bloque Switch1 debido al posible ruido gene´tico generado en el interior
de la bacteria.
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actu´a como sen˜al inhibidora de la expresio´n gene´tica.
• La cadena geno´mica modelada en la parte inferior simula el complejo de pro-
motores pNm∆pLac y el gen estructural mucAB. Al igual que la anterior, esta
subfigura basa su funcionamiento en un switch, en este caso el bloque Switch.
La decisio´n de e´ste depende de la presencia o ausencia del valor de entrada
IPTG. Si no se ha introducido esta mole´cula en la poblacio´n, el Switch selec-
cionara´ la entrada de la derecha. Esto provoca el funcionamiento normal del
promotor constitutivo. En otro caso, el bloque seleccionara´ la entrada de la
izquierda y provocara´ la consecuente represio´n del promotor truncado ∆pLac
sobre el gen. Como se indico´ previamente, la expresio´n de este gen resulta en
la neutralizacio´n de cualquier factor de transcripcio´n algT.
La variable constante situada a la entrada de cada promotor constitutivo pNm
determina su cara´cter constante. Se ha considerado oportuno separar esta variable
de la descripcio´n interna del promotor para poder variarla fa´cilmente. Aqu´ı, el valor
que le da a la variable es de 5, que es el valor ma´ximo de expresio´n considerado en
esta simulacio´n.
La figura 10.6 muestra el disen˜o interno de las bacterias pertenecientes a la
cepa AND. Tambie´n aqu´ı se distinguen tres conjuntos promotor-gen que, junto a los
dos switches, definen el comportamiento lo´gico AND caracter´ıstico de esta cepa:
• En la parte superior se colocan secuencialmente los bloques correspondientes
a la constante (Nm3 ) que sirve como entrada de activacio´n al promotor cons-
titutivo, el propio promotor constitutivo (pNm3 ) y el gen estructural luxRb.
• En la parte central se situ´an el conjunto promotor-gen pLuxRb-luxRa y el
switch SwitchAHLb. El comportamiento de e´ste u´ltimo es ma´s intuitivo que
switches de la figura 10.5 y refleja de una manera ma´s directa el disen˜o inicial
establecido en la seccio´n 10.3 de este cap´ıtulo. Dicho bloque selecciona de una
manera condicional cua´l va a ser la entrada al promotor inducible pLuxRb
mediante el nivel de mole´culas AHLb de entrada. As´ı, al situarse dicho ni-
vel por encima del umbral δ prefijado para todos los individuos de la cepa
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Figura 10.6: Disen˜o interno de cada bacteria AND
AND, el switch seleccionara´ la entrada superior activando as´ı los factores de
transcripcio´n provenientes del gen luxRb y la consecuente induccio´n del promo-
tor pLuxRb. Si el nivel de concentracio´n de AHLb en la memoria compartida
no supera el umbral de condicio´n, el switch seleccionara´ la entrada inferior
simbolizando as´ı la ausencia del proceso de activacio´n de los factores de trans-
cripcio´n provenientes del gen luxRb y como resultado el promotor pLuxRb no
se activara´.
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• De manera ana´loga, la parte inferior de la figura 10.6 muestra el control trans-
cripcional del gen de fluorescencia (gfp) por parte del switch SwitchAHLa de-
pendiendo del nivel de mole´culas AHLa en la memoria compartida, lo que se
traduce en la induccio´n o no del promotor inducible pLuxRa. La expresio´n
final del gen de fluorescencia verde en una bacteria provoca la fluorescencia de
la misma. Esta sen˜al lumı´nica es considerada como una salida satisfactoria (o
TRUE, en lo´gica booleana) de la puerta celular AND y, por ende, del circuito
XOR en su totalidad.
10.4.2. Resultados
Ocho simulaciones son llevadas a cabo correspondiendo con los cuatro casos
de entrada del circuito y con el fin de establecer conclusiones relevantes para realizar
un estudio del comportamiento de la comunidad XOR. Las simulaciones se pueden
agrupar en dos grupos:
• Simulaciones de salida final: en las que se pone de relevancia la salida u´ltima
del circuito.
• Simulaciones de computacio´n completa: en las que se muestra la salida de
cada una de las cepas lo´gicas con propo´sito de estudiar la finalidad de cada
comportamiento individual.
En la tabla de verdad 11.3 se muestran las salidas teo´ricas en modo booleano
de un circuito XOR. Se puede comprobar como la salida esperada coincide con la
salida simulada de las figuras 10.7 y 10.8.
Esta u´ltima figura, en la que se incluye la salida de las tres cepas, merece
especial atencio´n. En los casos de entrada 00, 01 y 10 el comportamiento de las
tres cepas es el esperado. Sin embargo, llama la atencio´n el comportamiento de
las bacterias NAND en la simulacio´n correspondiente al caso de entrada 11 (figura
10.8d). Este resultado es debido a la programacio´n paralela con la que se ha disen˜ado
esta puerta celular.
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Cuadro 10.3: Tabla de verdad del biocircuito XOR
Arabinosa IPTG GFP Sim. Final Sim. Completa
FALSE FALSE FALSE Figura 10.7a Figura 10.8a
FALSE TRUE TRUE Figura 10.7b Figura 10.8b
TRUE FALSE TRUE Figura 10.7c Figura 10.8c
TRUE TRUE FALSE Figura 10.7d Figura 10.8d
Para este caso, el valor que debe tomar la bacteria NAND ha de ser FALSE,
es decir, la ce´lula no debe producir mole´culas AHL. Al contrario, al principio de la
computacio´n tal y como se muestra en la figura 10.8d el nivel de mole´culas expresado
por esta cepa se incrementa. Si recordamos el disen˜o de dicha bacteria, es un pro-
motor constitutivo pNm el encargado de regular la transcripcio´n del gen estructural
luxIb y son las entradas las encargadas de inhibir o no dicho promotor. La campana
que describe el comportamiento de las bacterias NAND es, por tanto, resultado del
tiempo transcurrido desde el inicio de la computacio´n9 hasta el procesamiento de las
entradas (en este caso la expresio´n del gen algT ), momento en el cual la produccio´n
de mole´culas AHL se detiene.
Este intervalo de tiempo indica la necesidad del correcto establecimiento de los
umbrales de sincronizacio´n en la cepa AND. En este caso, el umbral debe ser siempre
un valor superior al valor ma´ximo que alcance la campana. Es decir, considerando
la expresio´n de mole´culas AHL por parte del gen luxIb previas al proceso de las
entradas como ruido de interferencia del biocircuito, el umbral debe servir como
medio de paliacio´n de este ruido.
As´ı como el ruido gene´tico ha sido muy estudiado en el interior de una ce´lula
independiente [Hoo06], la construccio´n y disen˜o de poblaciones heteroge´neas que
persigan un fin conjunto obliga a tratar el ruido provocado por concentraciones
de datos inoportunas en la memoria compartida del dispositivo. La definicio´n de
umbrales de sincronizacio´n es, como conclusio´n, un buen punto de partida para esa
tarea.
9Entendiendo como tal la introduccio´n de mole´culas de entrada.
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(a) (b)
(c) (d)
Figura 10.7: Gra´ficos de verdad correspondientes a la salida final del circuito. a) co´mputo
del caso 00; b) co´mputo del caso 01; c) co´mputo del caso 01; d) co´mputo del caso 11.
Otra importante conclusio´n resulta del paradigma de programacio´n paralelo
que gu´ıa el comportamiento de la cepa NAND. En efecto, al encontrar ma´s de un
promotor constitutivo pNm en el interior de cada bacteria de dicha cepa podemos
afirmar que existen ma´s de una instruccio´n computacional en su disen˜o. En concreto,
las instrucciones por bacteria son:
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(a) (b)
(c) (d)
Figura 10.8: Expresio´n completa de las tres cepas: salida de la cepa NAND (•); salida de
la cepa OR (−); salida de la cepa AND (◦).a) co´mputo del caso 00; b) co´mputo del caso
01; c) co´mputo del caso 01; d) co´mputo del caso 11.
|Instrucciones| =

∑n
i=1 i si n 6= 0
1 en otro caso
siendo n el numero de pNm
Ya que cada instruccio´n comienza a procesarse por separado y al inicio de
la computacio´n, podemos tener varias instrucciones ejecuta´ndose en paralelo. Esta
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caracter´ıstica, que u´nicamente se encuentra en la bacteria NAND, es tambie´n un
indicador de la escalabilidad del sistema en lo que al caracter paralelo y secuencial
se refiere.
10.4.3. Discusion
Futuros trabajos que traten de aplicar este modelo deben encontrar el sustra-
to o´ptimo para albergar una comunidad heteroge´nea de bacterias como la descrita.
Aparte de posibles aplicaciones del biodispositivo en organismos vivos, el proce-
so de disen˜o y testeo debe pasar obligatoriamente por una superficie artificial en
laboratorio.
Ya se han desarrollado varios trabajos describiendo diferentes sustratos orga´ni-
cos (hidrogel) e inorga´nicos (sol-gel) para estabilizar las bacterias [Bje06] as´ı como
me´todos de la´ser para situar bacterias en formaciones espec´ıficas tales como matrices
en distintas superficies [Bar04]. Alterando la estructura del medio, la composicio´n del
sustrato y la fisionomı´a del circuito pueden conseguirse modificaciones sustanciales
que deriven en caracter´ısticas muy ventajosas del biodispositivo.
Respecto a la fisionomı´a del circuito, grandes avances en el coste computacional
de los algoritmos implementados con bacterias pueden conseguirse con las te´cnicas
basadas en la´ser. Esto es debido a la capacidad que otorga este me´todo de situar las
bacterias en sitios fijos y determinados del espacio sobre una superficie r´ıgida. As´ı, se
posibilita la configuracio´n de estructuras complejas de redes de bacterias limitando
sus el nu´mero de vecinas de e´stas segu´n los requisitos del enunciado.
Sin embargo, la desventaja estar´ıa relacionada con el cara´cter in-vivo de las
aplicaciones que se deseen disen˜ar ya que este me´todo limita el tipo de superficie
que debe sostener la poblacio´n bacteriana. El biocircuito propuesto en este cap´ıtulo
no presenta restricciones respecto a superficie que sirva de soste´n a la comunidad,
aunque el nu´mero de vecinos de cada bacteria sea variable e imprevisible durante la
computacio´n.
La unio´n de las dos cualidades, el control de la fisionomı´a de la poblacio´n y
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la versatilidad de e´sta en distintos entornos, es un objetivo au´n inalcanzado pero
prometedor.
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En este cap´ıtulo se presenta y propone un disen˜o ideado para poblaciones de
bacterias donde mu´ltiples cepas bacterianas interaccionan y colaboran con el fin de
alcanzar un comportamiento oscilatorio repetido basado en transiciones s´ıncronas
entre los colores rojo y verde.
11.1. Arquitectura del Modelo
Como ya se ha visto en cap´ıtulos anteriores, varios modelos de osciladores
gene´ticos han sido probados con e´xito en experimentos in-vivo utilizando las ce´lulas
aisladas como dispositivos de procesamiento en los que la computacio´n (el comporta-
miento oscilatorio en este caso) se completa y termina. Es decir, estos experimentos
obtienen mu´ltiples ejemplos de la computacio´n deseada, tantos como bacterias con-
tenga la poblacio´n o cepa en que se este´ trabajando. Siendo una cepa C definida de
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la forma:
C = {B1, ..., Bn} (11.1)
donde B representa cada ce´lula y n el nu´mero de ce´lulas en la poblacio´n, entonces
cada Bi representara´ un oscilador independiente.
Sin embargo, el disen˜o aqu´ı propuesto se adecua al objetivo de bu´squeda de
la coordinacio´n necesaria entre varias cepas bacterianas que conforman una misma
poblacio´n heteroge´nea P :
P = {C1, ..., Cm} (11.2)
donde C es cada una de las cepas del biodispositivo P y m el nu´mero de e´stas que
lo forman.
Esta coordinacio´n entre cepas, fundamentada en la modificacio´n de las comu-
nicaciones ce´lula-ce´lula, tiene como finalidad conseguir una funcionalidad espec´ıfica
y emergente de la poblacio´n P que no es posible conseguir con un subconjunto de
dichas cepas. El comportamiento oscilatorio sera´, por tanto, u´nico para toda la po-
blacio´n encontra´ndose as´ı una u´nica computacio´n completa dentro de la comunidad
heteroge´nea de ce´lulas. La poblacio´n disen˜ada cuya explicacio´n aborda este cap´ıtulo
esta´ formada por un conjunto de m = 3 cepas modificadas gene´ticamente de forma
diferente segu´n se expondra´ ma´s adelante.
Al igual que en el desarrollo del biocircuito XOR en el cap´ıtulo anterior, el
control sobre la comunicacio´n ce´lula-ce´lula es el aspecto caracter´ıstico y fundamental
que permite el disen˜o del sistema. De este modo se alteran y modifican las rutas
qu´ımicas de comunicacio´n basadas en el intercambio de mole´culas de la familia N-
Acylhomoserine lactone (AHL) y los umbrales que permiten la reaccio´n de las ce´lulas
receptoras con el fin de disen˜ar cepas con funcionalidades complementarias.
El comportamiento esperado de dicha comunidad heteroge´nea formado por ce-
pas modificadas transge´nicamente representa un novedoso paradigma de regulacio´n
de los ciclos celulares y un importante desarrollo en el a´mbito de las comunicaciones
entre ce´lulas sinte´ticas. El hecho de poder alterar las caracter´ısticas de una bacteria
hasta el punto de crear ce´lulas con genomas mı´nimos en los que se incluye informa-
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cio´n gene´tica espec´ıfica que conlleva la formacio´n de ce´lulas con comportamientos
muy diferentes, hace pensar en un nuevo concepto: especies artificiales.
En efecto, para el disen˜o de un dispositivo multi-cepa no es necesario el uso
de distintas especies bacterianas ya que se puede recrear la misma diferenciacio´n en
cepas sinte´ticas.
Al ser el funcionamiento auto´nomo uno de los objetivos ma´s importantes a
alcanzar por este desarrollo, el disen˜o de la comunidad bacteriana debe incluir me-
canismos de auto-regulacio´n y sincronizacio´n que puedan evitar la intervencio´n hu-
mana lo ma´ximo posible.
Una vez la computacio´n haya comenzado, la cooperacio´n y coordinacio´n entre
las distintas cepas bacterianas debe llevarse a cabo in-vivo por las propias cepas de
manera que las tareas que desempen˜en sean totalmente independiente de factores
externos a la comunidad multi-cepa.
La autonomı´a en el disen˜o de los biodispositivos sinte´ticos es una caracter´ıstica
altamente deseada ya que, en un futuro, la utilizacio´n de e´stos estara´ relacionada
con ramas cient´ıficas distintas como pueden ser la ecolog´ıa o la medicina en las que
la intervencio´n humana es claramente restringida. Tal ser´ıa el caso de la aplicacio´n
de estos modelos a medicamentos o biosensores ecolo´gicos.
En los u´ltimos an˜os se esta´ acrecentando la investigacio´n acerca de sensores
biolo´gicos basados en bacterias. La capacidad que tienen e´stas de medir y sentir el
entorno resulta muy provechosa para realizar aplicaciones en las que se las fuerce a
medir la bioviabilidad y toxicidad de un medio espec´ıfico [Bje06]. Sin embargo, el
desarrollo de ce´lulas transge´nicamente modificadas para cumplir funciones sensitivas
se ha llevado a cabo tradicionalmente desde el punto de vista de la robustez en el
disen˜o. As´ı se da prioridad a conseguir bacterias con funcionalidades sencillas pero
que formen biodispositivos estables en los entornos que se pretenda monitorizar1.
1El proceso de monitorizacio´n hace referencia a la lectura y supervisio´n del estado del entorno
para sincronizar la ejecucio´n de la bacteria en relacio´n a un estado concreto y encaminada al logro
de un fin espec´ıfico.
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Tambie´n se inverte mucho esfuerzo en la construccio´n de superficies f´ısicas
en las que situar las bacterias con funciones biosensitivas como biochips o fibras
o´pticas especializadas que mejoren las prestaciones del biodispositivo. Todos estos
desarrollos mantienen un prometedor potencial en el futuro a la espera, entre otras
cosas, de un mayor conocimiento de los microorganismos a manipular y unos disen˜os
celulares novedosos.
Los biosensores basados en bacterias se fundamentan en las respuestas de e´stas
a est´ımulos externos en condiciones ambientales espec´ıficas y pueden englobarse en
dos grandes tipos dependiendo de la filosof´ıa de disen˜o:
• Sensores de transicio´n on → off . Las ce´lulas bacterianas actu´an como pro-
motores constitutivos produciendo una sen˜al constante y medible (reporter).
La toxicidad del medio, en este caso, es estimada segu´n el nivel de inhibicio´n
de dicha sen˜al.
• Sensores de transicio´n off → on. En su estado normal, las bacterias inducibles
usadas en estos sensores, no emiten ningu´n tipo de sen˜alizacio´n. En este caso
la toxicidad del medio o la situacio´n de estre´s que se desea medir, hace activar
los promotores inducibles de las bacterias.
En ambos casos, los genes usados como sen˜alizaciones medibles para poder
distinguir los niveles de estre´s que el biosensor esta´ midiendo pueden ser varios.
Comunmente se usan: lacZ 2, luc3, luxAB4 y gfp5, siendo esta u´ltima -como se ha
visto- la salida ma´s usada en los desarrollos propuestos en este trabajo.
Desde el punto de vista de la computacio´n, las bacterias de estos biosenso-
res forman procesadores relativamente sencillos tanto en el nu´mero de instrucciones
como en la arquitectura de comunicaciones global de la comunidad. Es por esto,
que los desarrollos producidos en los u´ltimos an˜os por la Biolog´ıa Sinte´tica pueden
2Codifica β-galactosidase.
3Codifica luciferasa eucariota.
4Codifica luciferasa bacteriana.
5Codifica la prote´ına de fluorescencia verde.
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encontrar en los biosensores un acercamiento a problemas ecolo´gicos distanciando-
se as´ı de las aplicaciones matema´ticas que sirven de trasfondo a muchos de estos
disen˜os.
Dejando aparte los objetivos ecolo´gicos y centra´ndonos nuevamente en el mo-
delado celular con inspiracio´n computacional, se propone a continuacio´n una arqui-
tectura de comunicaciones entre bacterias que lleva a la poblacio´n a desempen˜ar una
funcio´n ba´sica y fundamental en los computadores tradicionales: la sen˜al s´ıncrona
de reloj.
Figura 11.1: Arquitectura de comunicaciones disen˜ada en la poblacio´n de bacterias multi-
cepa con comportamiento oscilatorio.
Se han visto ejemplos en cap´ıtulos anteriores de comunidades heteroge´neas de
bacterias transge´nicas disen˜adas para responder al funcionamiento de arquitecturas
de comunicaciones simples en las que la comunicacio´n entre cepas fluye u´nicamente
en direccio´n capadeentrada → capadesalida y la capa de entrada debe ser estimu-
lada desde el exterior cada vez que se desea obtener una respuesta.
En contraposicio´n a e´stos modelos, la comunidad descrita en este cap´ıtulo
sigue la arquitectura mostrada en la figura 11.1 donde se observa co´mo el comporta-
miento auto´nomo se consigue mediante el uso de sen˜ales de feedback entre las capas
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de entrada y salida, lo que lleva a la comunidad a mostrar mu´ltiples respuestas sin
la necesidad de intervencio´n externa (excepto la inicial). Esta divisio´n por capas
establece roles bien definidos entre las cepas de la comunidad, distinguie´ndose fun-
cionalidades similares entre las cepas de la misma capa. La catalogacio´n en capas de
las bacterias es una abstraccio´n de inspiracio´n computacional que resulta muy u´til
para formalizar las arquitecturas a disen˜ar.
Para el disen˜o del oscilador, esta segunda arquitectura de comunicaciones usa
una cepa para formar la capa de entrada encargada de sincronizar las sen˜ales de
feedback y dos cepas con funcionalidades distintas para formar la capa de salida.
Au´n siendo e´sta una arquitectura ma´s compleja, sigue siendo relativamente ba´sica
especialmente si la comparamos con las arquitecturas desarrolladas para intercambio
de datos entre distintas ma´quinas o procesadores electro´nicos.
Siguiendo esta linea de disen˜o, futuros desarrollos podra´n expandir este mo-
delo mediante la introduccio´n de capas intermedias6 y el aumento o disminucio´n de
cepas celulares en la composicio´n de las distintas capas con el propo´sito de crear
arquitecturas ma´s complejas.
11.2. Disen˜o de alto nivel
En analog´ıa con los computadores digitales convencionales, este disen˜o esta´ ba-
sado en modelo de comunicacio´n cliente/servidor en el que las bacterias de la capa
de entrada actu´an como servidoras y las bacterias de la capa de salida como clien-
tes. Siguiendo esta analog´ıa tambie´n podemos identificar en la solucio´n nutritiva que
sirve de soporte a la comunidad de bacterias, al agente intermedio que desempen˜a
el papel de buffer o memoria compartida y que facilita la transmisio´n de sen˜ales
entre los distintos procesadores del modelo. Esta especial memoria comu´n es general
para todas las bacterias en el sentido en que todas ellas realizan procesos de lectura
6Las Redes de Neuronas Artificiales tambie´n basan su morfolog´ıa en la distribucio´n de nueuronas
en varias capas dependiendo del modelo implementado y pueden servir como ejemplo en el disen˜o
de arquitecturas de comunicaciones ce´lula-ce´lula ma´s complejas.
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sobre la memoria compartida de manera constante utilizando su membrana como
dispositivo lector y bu´scan aquellos datos para los que han de reaccionar siguiendo
su programacio´n gene´tica.
Como paso posterior a esa lectura de datos, cada ce´lula escribe en este buffer
la informacio´n de salida producida como respuesta. Ya que cada bacteria actu´a
como un procesador independiente en este modelo, existe tambie´n una memoria
privada para cada una. Esta memoria local corresponde al espacio delimitado por
la membrana en el que las funciones y operaciones locales se llevan a cabo.
La comunicacio´n entre las distintas cepas se basa, por tanto, en procesos con-
currentes de lectura/escritura sobre la solucio´n nutriente. En este espacio intercelular
compartido se encuentra la informacio´n relativa a la comunicacio´n y sincronizacio´n
entre las bacterias en forma de mole´culas de la familia AHL.
Para realizar un ana´lisis de la computacio´n a alto nivel lo u´nico que interesa
es conocer la naturaleza y concentracio´n de las mole´culas AHL que en un momento
determinado ocupan la memoria comu´n, para lo cual cada bacteria se considera
como una caja negra7 sin ser importante su estructura interna.
El objetivo final, que es la obtencio´n de una oscilacio´n lumı´nica recurrente
verde-rojo, puede ser simplificado a conseguir una secuencia concreta y variable
en el tiempo de tuplas Li = [Bool,M ] representando la ausencia o presencia de
mole´culas AHL y las concentraciones de dichas mole´culas en el buffer compartido.
Esta secuencia viene detonatada por Ii como se muestra en la ecuacio´n 11.3.
Ii =
〈
[Bool,M ]AHL1 , [Bool,M ]AHL2 , · · · , [Bool,M ]AHLn
〉
(11.3)
que simbolizan la presencia o no (Bool) y la concentracio´n molecular (M) de de-
terminada mole´cula AHL. Habra´ tantos pares en cada estado Ii como mole´culas
AHL sean necesarias para la sincronizacio´n del biodispositivo. Es para alcanzar esta
computacio´n que las bacterias son disen˜adas para alterar el contenido de la memo-
ria comu´n en uno u otro sentido, basandose el cambio Ii` Ii+1 entre un estado y el
siguiente en la manipulacio´n de dichos conjuntos.
7En referencia a los test de caja negra y blanca del ciclo de vida del software.
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Formalmente se dice que la configuracio´n I1 = (L1, · · · , L2) cambia en la
configuracio´n I2 = (L
′
1, · · · , L′2) en cada paso de la computacio´n. Por lo tanto,
una computacio´n es definida aqu´ı como una secuencia de configuraciones I0, I1, . . .
donde I0 es la configuracio´n inicial. Debido al caracter oscilatorio del biodispositivo,
la secuencia de configuraciones no tiene l´ımite teo´rico, aunque s´ı pra´ctico como se
vera´ en secciones posteriores.
El modelo cliente/servidor aqu´ı disen˜ado representa una interaccio´n entre ce´lu-
las siguiendo un paradigma sencillo de paso de mensajes rendezvous8 en el que los
clientes siempre esta´n listos para desempen˜ar su tarea y el servidor se encarga de
intercambiar turnos entre ellos, de manera que una bacteria al finalizar su accio´n
espera hasta recibir el turno de nuevo.
Son cuatro los tipos de mole´culas de la familia AHL que se van a usar en el
disen˜o de este oscilador:
• AHLg: Producida por la cepa servidora. Esta mole´cula resulta de utilidad para
la cepa cliente capaz de expresar luz verde (green, en ingle´s) que la identifica
como el permiso necesario para iniciar turno.
• AHLr: Producida por la cepa servidora. Esta mole´cula resulta de utilidad para
la cepa cliente capaz de expresar luz roja (red, en ingle´s) que la identifica como
el permiso necesario para iniciar turno.
• AHLs: Producida por la cepa cliente capaz de expresar luz verde. Esta mole´cu-
la resulta de utilidad para la cepa cliente que la utiliza como testigo del fin de
turno.
• AHLs′ : Producida por la cepa cliente capaz de expresar luz roja. Esta mole´cula
resulta de utilidad para la cepa cliente que la utiliza como testigo del fin de
turno.
8La Interfaz de Paso de Mensajes (conocido ampliamente como MPI, siglas en ingle´s de Message
Passing Interface) es un protocolo estandarizado de comunicacio´n entre computadoras que ejecutan
un mismo programa en un sistema de memoria distribuida.
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Cuadro 11.1: Reglas de inferencia de alto nivel
R1 if |AHLs| ≥ δS then S −→ AHLr
R2 if |AHLs′ | ≥ δS then S −→ AHLg
R3 if |AHLg| ≥ δCg then Cg −→ AHLs ∧ gfp
R4 if |AHLr| ≥ δCr then Cr −→ AHLs′ ∧ rfp
Como ya se ha mencionado, son tres las cepas que conforman los componentes
de este biodispositivo y cuyo comportamiento se describe a continuacio´n:
• Cepa Servidora. A cada ce´lula perteneciente a esta cepa las llamaremos a partir
de ahora bacteria central o servidora (S). Esta cepa ser´ıa el u´nico componente
de la capa de entrada de la arquitectura propuesta y tiene como funcio´n el
producir sen˜ales alternas con el fin de estimular el funcionamiento de las cepas
clientes de forma s´ıncrona. Cuando la cepa servidora produce las mole´culas
necesarias para activar la accio´n de una de las cepas clientes, espera hasta la
recepcio´n del testigo y concede entonces el turno de expresio´n a la otra cepa
cliente. Por lo tanto, cada bacteria central lee el buffer en busca de AHLs o
AHLs′ y se encarga de producir AHLg o AHLr.
• Cepa Cliente Verde y Cepa Cliente Roja. Estas dos cepas forman la capa de
salida, una para cada color de la oscilacio´n. Las bacterias con capacidad de
fluorescencia verde y roja se llamara´n Cg y Cr respectivamente y se encargan
de leer el buffer constantemente esperando el comienzo de su turno. Cuando
detectan dicho comienzo, lo que quiere decir que cada bacteria central esta´ pro-
duciendo mole´culas AHL (AHLg para turno de Cg o AHLr para turno de Cr),
lanzan la expresio´n gene´tica de gfp o rfp dependiendo de la cepa y notifican el
fin de su turno a la cepa servidora de la capa de entrada mediante la produccio´n
de AHLs o AHLs′ respectivamente.
Resulta de gran importancia la utilizacio´n de los umbrales (δ) en los procesos
de lectura de cada membrana ya que las bacterias no tendra´n que notar u´nicamente
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la presencia o ausencia de una determinada mole´cula de comunicacio´n (programa-
cio´n digital) sino tambie´n la concentracio´n de e´stas (programacio´n analo´gica) para
determinar el momento preciso de realizar su funcio´n. Si la salida producida por una
determinada ce´lula Bi debe usarse como entrada de otra Bj y el nu´mero de mole´culas
se representa por |x|, podr´ıamos afirmar que cuando se cumple la ecuacio´n:
|Bi out| ≥ δBj (11.4)
la funcio´n de la bacteria Bj resulta activada por el vencimiento del umbral de Bi. El
disen˜o de los correctos umbrales es fundamental para una buena gestio´n del ruido
gene´tico como se vera´ en la seccio´n de simulacio´n.
El modelado de estos umbrales permite la representacio´n del funcionamiento
del sistema a alto nivel con las cuatro reglas de inferencia de la tabla 11.1 en las
que las premisas hacen referencia al incremento en la concentracio´n de determinadas
mole´culas hasta superar el umbral de una cepa determinada, y las conclusiones son la
produccio´n de otra mole´cula por parte de dicha cepa. Cuando una regla no esta´ activa
la bacteria afectada detiene la produccio´n de la mole´cula espec´ıfica correspondiente,
lo cual asegura la desaparicio´n en la memoria compartida de esa informacio´n en un
periodo de tiempo concreto y lineal.
Para establecer la secuencia de reglas de la tabla 11.1 que marca la ejecucio´n
de la computacio´n (modificando, por tanto, la configuracio´n de la ecuacio´n 11.3)
suponemos que el proceso comienza mediante la introduccio´n manual en la comuni-
dad del nu´mero necesario de mole´culas AHLs′ que dispara la accio´n de la regla R2.
Consecuentemente, la secuencia:
〈R2, R3(gfp), R1, R4(rfp)〉 (11.5)
se repite indefinidamente, al menos en el plano lo´gico-teo´rico, mostrando as´ı el com-
portamiento oscilatorio entre gfp y rfp9 que se observa en la figura 11.2.
9Red Fluorescent Protein.
Arquitecturas de Comunicaciones para la Computacio´n Algoritmica en Poblaciones de Bacterias Multi-Cepa
11. Disen˜o de un oscilador gene´tico 143
Figura 11.2: Secuencia de acciones que dan lugar a la oscilacio´n lumı´nica. a) Situacio´n
inicial en la que se introduce AHLs′ estimulando a la bacteria central que concede turno a
la bacteria verde: b) Turno de la bacteria verde que lleva a cabo la totalidad de su tarea y
devuelve turno; c) La bacteria servidora o central recibe la sen˜al de fin de turno y, como
esta proviene de la bacteria verde, otorga el turno de proceso a la bacteria roja; d) Turno
de proceso de la bacteria roja en la que emite la sen˜al de fin de turno de e´sta.
11.3. Disen˜o de bajo nivel
En esta seccio´n se aborda el disen˜o interno de cada una de las tres cepas que
componen el biodispositivo oscilatorio. La estructura propuesta esta´ basada en la
construccio´n de cascadas de sen˜alizacio´n que deriven en la represio´n o induccio´n
de determinados promotores para as´ı poder hacer corresponder cada disen˜o a las
entradas y salidas detalladas en la seccio´n anterior.
Bases de datos como RegulonDB10 [Hue98], DBD11 [Wil08] o PRODORIC12
10http://regulondb.ccg.unam.mx/
11http://dbd.mrc-lmb.cam.ac.uk/DBD/index.cgi?Home
12http://prodoric.tu-bs.de/
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[Mun03] son u´tiles herramientas por su dedicacio´n a almacenar datos que aparecen
en diferentes proyectos en geno´mica. Por lo tanto, hoy en d´ıa existen muchas posibi-
lidades de configuracio´n para construir unidades funcionales que sirvan como nuevos
receptores o sen˜alizaciones.
No so´lo se hace uso de promotores inducibles o represibles para regular la
expresio´n de los genes estructurales consecuentes. En este disen˜o es importante hacer
hincapie´ en una de sus caracter´ısticas ma´s relevantes: la utilizacio´n de promotores
h´ıbridos.
Los promotores h´ıbridos son promotores sinte´ticos capaces de ser inducidos
por una mole´cula y reprimidos por otra diferente, como es el caso de los promotores
pTac [Boe83] y pSalCI434 13.
El primero se disen˜o´ en los an˜os 80 combinando secuencias del promotor trp
y el lac UV5 14, resultando un promotor h´ıbrido con un comportamiento 5 veces
ma´s potente que el del promotor trp y 10 veces ma´s potente que el de lac UV5 lo
que le convierte en un promotor muy u´til para el control de la expresio´n gene´tica.
E´ste puede ser reprimido por el represor lac o inducido por el inductor isopropyl
beta-D-thiogalactoside (IPTG).
El segundo promotor h´ıbrido es de reciente s´ıntesis (2009) y puede ser inducido
por salicylate (sal del a´cido salic´ılico) y reprimido por CI434 15. Las ventajas de la
utilizacio´n de estos promotores h´ıbridos se mostrara´n en la seccio´n de simulacio´n
en la que se realiza una comparativa entre los resultados obtenidos del disen˜o sin
utilizar dichos promotores y el disen˜o haciendo uso de ellos.
La funcionalidad particular de la bacteria central o servidora se detalla en la
figura 11.3 donde toda la arquitectura interna de la memoria local de e´sta se puede
13Este promotor ha sido disen˜ado por el equipo de Japo´n en el concurso in-
ternacional IGEM09. Toda la informacio´n se puede encontrar en la pa´gina web
http://2009.igem.org/Team:PKU Beijing/Team
14Disen˜ado usando la especie bacteriana Escherichia coli como soporte. Combina la regio´n -35
del promotor trp y la -10 del promotor lac.
15De forma similar, se sustituye la secuencia entre la regio´n -35 y la -10 del promotor inducible
de salicylate por CI434.
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Figura 11.3: Disen˜o interno de la bacteria central.
observar gra´ficamente. Cuando la bacteria central lee a trave´s de su membrana que
la concentracio´n de mole´culas de AHLs iguala o supera el nivel prefijado del umbral
(δ), el promotor inducible pLuxRs se activa dando como resultado la expresio´n de
los dos genes estructurales consecuentes. La expresio´n del gen IPTG se usa para
activar la accio´n del promotor h´ıbrido pTac el cual se encarga de permitir, por
parte del gen estructural luxIr, la produccio´n de mole´culas AHLr mientras que
la expresio´n del segundo gen, CI434 tiene como funcio´n la represio´n del segundo
promotor h´ıbrido pSalCI434 que inhabilita as´ı la produccio´n de AHLg al no ser
expresado el gen estructural luxIg. Con todo ello, la concentracio´n de mole´culas
AHLg que se encuentra el la solucio´n nutriente comenzara´ a decrecer a la vez que
la concentracio´n de mole´culas AHLr comenzara´ a aumentar.
Como resultado de esta cascada de sen˜alizacio´n que se produce en el interior
de las bacterias centrales o servidoras, el contenido de la memoria compartida, en
cuanto a cantidad de AHLg y AHLr se refiere, cambia y las bacterias clientes actu´an
en consecuencia. Es importante notar que todas las bacterias centrales que forman la
cepa de la capa de entrada actuara´n al mismo tiempo debido a los umbrales progra-
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mados en cada membrana, permitiendo as´ı, la funcio´n s´ıncrona de el biodispositivo
disen˜ado.
Figura 11.4: Disen˜o interno de las bacterias clientes
En la figura 11.4 se detalla la composicio´n interna de las bacterias clientes.
Es un disen˜o mucho ma´s sencillo que el de la bacteria servidora ya que los clientes
aqu´ı no realizan tareas de sincronizacio´n. Por tanto, la funcionalidad del cliente se
resume en realizar una accio´n determinada cuando se le otorga el turno de proceso.
Tan pronto como la bacteria verde (Cg, figura 11.4a), siente una concentracio´n
de mole´culas AHLg igual o superior al umbral disen˜ado para su cepa, activan la
cascada de sen˜ales internas que derivan en la produccio´n de mole´culas AHLs de fin
de turno y la expresio´n de prote´ınas de fluorescencia verde gfp. Como consecuencia
directa a la superacio´n del umbral de Cg se activa el promotor inducible pLuxRg
que inicia el proceso de transcripcio´n y traslacio´n de los genes luxIs y gfp. Como ya
se ha dicho, el primero de dicho par de genes estructurales, se utiliza para producir
mole´culas de sincronizacio´n que sera´n situadas en la memoria compartida con la
finalidad de notificar al servidor que la luz verde correspondiente a medio ciclo de
oscilacio´n (entendiendo como ciclo entero la transicio´n de luz verde a luz roja) ha
sido expresada satisfactoriamente por parte de la cepa de bacterias verdes y que el
turno de proceso debe concederse al otro cliente. Es la bacteria servidora, como se
ha explicado ma´s arriba en esta seccio´n, la encargada de cambiar el turno.
En la figura 11.4b) puede observarse el detalle de la bacteria roja Cr, que actu´a
de manera ana´loga a Cg durante la utilizacio´n de su turno de expresio´n para llevar
a cabo la segunda mitad del ciclo de oscilacio´n con la prote´ına de fluorescencia roja,
rfp.
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Cuadro 11.2: Reglas de inferencia de bajo nivel.
R1 if |AHLs| ≥ δS then pLuxRs = ACTIV E
R2 if pLuxRs = ACTIV E then IPTGS = TRUE ∧ CI434S = TRUE
R3 if IPTGS = TRUE then pTac = ACTIV E
R4 if CI434S = TRUE then pSalCI434 = INACTIV E
R5 if pTac = ACTIV E then luxIrS = TRUE
R6 if |AHLs′| ≥ δS then pLuxRs′ = ACTIV E
R7 if pLuxRs′ = ACTIV E then salS = TRUE ∧ lacS = TRUE
R8 if salS = TRUE then pTac = INACTIV E
R9 if lacS = TRUE then pSalCI434 = ACTIV E
R10 if pSalCI434 = ACTIV E then luxIgS = TRUE
R11 if |AHLg| ≥ δCg then pLuxRg = ACTIV E
R12 if pLuxRg = ACTIV E then luxIsCg = TRUE ∧ gfpCg = TRUE
R13 if |AHLr| ≥ δCr then pLuxRr = ACTIV E
R14 if pLuxRr = ACTIV E then luxIs′Cr = TRUE ∧ rfpCr = TRUE
R15 if luxIi = TRUE then |AHLi|t > |AHLi|t−1
R16 if luxIi = FALSE then |AHLi|t < |AHLi|t−1
El conjunto de reglas lo´gicas de inferencia de bajo nivel por el cual se gobierna
el comportamiento oscilatorio se puede observar en la tabla 11.2. En el estado inicial,
correspondiente al inicio de la computacio´n, la memoria local propia de cada bacteria
y la memoria compartida por las tres cepas esta´n vac´ıas. As´ı mismo, ninguno de los
promotores inducibles esta´ activo y por lo tanto los genes estructurales que dependen
de la activacio´n de e´stos no esta´n siendo expresados. Si se introduce manualmente
en la comunidad heteroge´nea de bacterias el nu´mero de mole´culas AHLg suficiente
par disparar la accio´n del umbral de las ce´lulas Cg, la secuencia de reglas:
{R11, R12(gfpon), R15, R1, R2, R3, R4, R16(gfpoff), R5,
R15, R13, R14(rfpon), R15, R6, R7, R8, R16(rfpoff), R9, R10, R15} (11.6)
sera´ repetida indefinidamente.
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A la vista de la secuencia 11.6, es importante resaltar la accio´n de sincro-
nizacio´n que llevan a cabo dos reglas especiales y distintas a las dema´s como las
R15 y R16. Estas dos reglas marcan el incremento y decremento, respectivamente,
de mole´culas AHLi en la memoria compartida desde el instante anterior t − 1 al
instante de tiempo actual t. La primera se ejecuta inmediatamente despue´s de la
activacio´n de un gen de fluorescencia y la segunda marca la desactivacio´n de e´stos
y la consecuente disminucio´n de sen˜al lumı´nica en la comunidad bacteriana.
Conviene notar que, debido nuevamente al caracter difuso de los procesos
moleculares, es pra´cticamente imposible establecer un l´ımite bien definido entre las
dos sen˜ales lumı´nicas. Esto obliga la separacio´n de las expresiones de gfp y rfp para
evitar interferencias en el color de la poblacio´n. El proceso de luminiscencia no es
estrictamente digital, es decir, una bacteria pasa de estado apagado a encendido en
un tiempo finito pero indefinido. Adema´s, una vez reprimida la expresio´n de genes
de fluorescencia, la bacteria tarda un tiempo en volver a su estado normal debido a
que las prote´ınas de fluorescencia siguen activas.
Si estuvieran los eventos de expresio´n roja y verde muy juntos en el tiempo
no se llegar´ıa a distinguir claramente el color de la comunidad, permaneciendo e´ste
en un tono intermedio. Para evitar este comportamiento indeseado, en la secuen-
cia 11.6 se distinguen varias reglas situadas entre ambos procesos que, adema´s de
imprescindibles para el disen˜o, dejan espacio para la diferenciacio´n del color.
11.4. Simulacio´n
Como ya se ha detallado en las secciones previas de este cap´ıtulo, el biodis-
positivo a disen˜ar consiste en una comunidad bacteriana multi-cepa compuesta por
tres componentes. Cada componente sera´ una cepa modificada transge´nicamente de
manera diferente a las dema´s y disen˜ada para colaborar e interactuar con las otras de
forma que so´lo al mezclar las tres cepas pueda emerger el comportamieto buscado.
Una vez los componentes esta´n juntos, el dispositivo quedara´ armado pero inactivo.
La activacio´n del mismo debe producirse por la introduccio´n en la comunidad del
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nu´mero justo de mole´culas AHL para disparar el umbral de las ce´lulas servidoras.
Es e´sta una de las caracter´ısticas ma´s relevantes del biodispositivo: la activacio´n
externa.
Se podr´ıa haber realizado el disen˜o para que una vez unida, la comunidad
multi-cepa estuviera ya activa y comenzara el comportamiento oscilatorio directa-
mente sin la necesidad de activacio´n. Sin embargo, se considera a esta arquitectura
de ma´s utilidad para futuros desarrollos en biodispositivos sinte´ticos.
Por ejemplo, el disen˜o de una comunidad celular encargada de buscar una
toxina concreta (ya sea dentro de un cuerpo animal o en el agua) y reaccionar
de manera definida al encontrarla, debe seguir este modelo de arquitectura con
necesidad de activacio´n externa. Tal ser´ıa el caso de los biosensores ya descritos
previamente.
Para la simulacio´n se ha hecho uso de la aplicacio´n Simulink 16 de Matlab y la
librer´ıa BioBrick [Kid07] as´ı como han sido nececaria la aplicacio´n de varias ecua-
ciones y modelos matema´ticos17 que simularan los procesos moleculares. Tambie´n
se han cotejado los resultados obtenidos en la herramienta TinkerCell [Cha09].
11.4.1. Construccio´n del modelo
En la figura 11.5 se puede observar el disen˜o del umbral situado a la entrada
de cada bacteria emulando a la membrana celular. Esta membrana consta de tres
componentes: un switch (switch2 en la figura) de tres entradas y dos constantes
(Const5 y Const6) con valores 0 y 5 respectivamente. La entrada de la membrana
corresponde al nivel de AHL exterior, en el caso de la figura 11.5 AHLg, siendo
la salida la conexio´n directa con el interior de la ce´lula. El comportamiento de esta
membrana esta´ basado en el funcionamiento del switch, el cual devuelve como salida
16http://www.mathworks.com/products/simulink/
17La pa´gina web http://openwetware.org ofrece gran variedad de informacio´n sobre el compor-
tamiento de procesos moleculares que han servido de punto de partida para la simulacio´n compu-
tacional. El proyecto OpenWetWare representa una herramienta u´til los entre investigadores para
el intercambio de informacio´n.
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el valor de la constante Const6 en caso de que el valor de la linea central de entrada
al swith (nivel de AHLg) supere un umbral prefijado, o el valor de la constante
Const5 en caso contrario.
El valor de salida de la membrana determinara´ el cara´cter activo o pasivo de
la bacteria en cuestio´n. Por ello la constante Const5 debe tener un valor igual a
0, con el fin de inhabilitar la actividad de la ce´lua, as´ı como la constante Const6
tendra´ un valor positivo que iniciara´ los procesos celulares que la bacteria tenga
disen˜ados internamente.
Figura 11.5: Modelado del umbral de sincronizacio´n
Durante la computacio´n hay siempre un concentracio´n variable en la memoria
compartida de las mole´culas que sirven como entrada a las bacterias servidoras,
AHLs y AHLs′ . Sin embargo, en el proceso de inicializacio´n del dispositivo ambas
concentraciones son nulas. Es ah´ı, donde la estructura de la figura 11.6 funciona
para dar respuesta a esa activacio´n manual que antes se comentaba. Dicha estructura
representa la activacio´n de la bacteria central mediante la introduccio´n de un nu´mero
elevado, con respecto al umbral, de mole´culas AHLs (Const9) que debe inicializar
la cascada de sen˜alizacio´n interna necesaria para conceder el turno de oscilacio´n
a la bacteria de fluorescencia roja. Para ello se compruba previamente que ambas
concentraciones son nulas antes de que el switch seleccione la entrada superior,
lo cual simula la activacio´n manual. Es importante puntualizar que este bloque se
ejecutara´ u´nicamente al inicio de la computacio´n, permaneciendo el resto del proceso
oscilatorio inactivo.
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Figura 11.6: Modelado de la entrada manual
El modelo correspondiente al disen˜o de alto nivel puede observarse en la fi-
gura 11.7, donde se otorga relevancia a la disposicio´n de las conexiones externas en
detrimento de la estructura interna de los tres componentes del dispositivo. Aunque
en la poblacio´n todas las bacterias estar´ıan leyendo en el medio nutriente todo tipo
de mole´culas constantemente, so´lo reaccionar´ıan a aquellas para las cuales han si-
do gene´ticamente modificadas. Por ese motivo, en la figura 11.7 so´lo se detallan los
procesos de lectura u´tiles para la comunidad. As´ı, la bacteria central esta´ a la espera
del desbordamiento del umbral por el incremento de mole´culas AHLs y AHLs′ de
fin de turno provenientes de los procesos de escritura (entendiendo por escritura la
produccio´n de mole´culas y su lanzamiento al exterior de la membrana celular) de las
bacterias verde y roja respectivamente. Del mismo modo las bacterias clientes reci-
ben el testigo de inicio de turno, AHLg o AHLr dependiendo del ciclo de oscilacio´n,
que proviene de la bacteria central.
La fluorescencia que se produce en las bacterias clientes se monitoriza para
comprobar los resultados de la oscilacio´n. Aunque esta expresio´n lumı´nica se repre-
senta en la figura 11.7 como si fueran salidas de dichas bacterias, la produccio´n de
prote´ınas de fluorescencia se lleva a cabo en el a´mbito de la memoria local de cada
ce´lula. Es decir, las prote´ınas gfp y rfp no traspasan la membrana de las bacterias
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que las contienen.
Figura 11.8: Disen˜o de la bacteria verde
En cuanto al disen˜o de bajo nivel, las dos cepas clientes son modificadas si-
guiendo una estructura interna similar en la que u´nicamente cambia la naturaleza de
los genes y promotores involucrados en ella. En la figura 11.8 puede observarse dicha
estructura en el caso de las bacterias de fluorescencia verde. Este sencillo disen˜o hace
uso de un promotor espec´ıfico para la mole´cula de concesio´n de turno que ha de leer
y dos genes estructurales cuya expresio´n depende del promotor.
En el caso de la figura los genes son gfp y luxIs, siendo rfp y luxIs’ en el disen˜o
de clientes rojos. Aunque in-vivo los genes expresados por un mismo promotor esta´n
situados en serie en una misma cadena de ADN aqu´ı se ha optado por su situacio´n en
paralelo ya que esta paralelizacio´n simplifica el modelo y no influye en los resultados
de la simulacio´n. Como se ha comentado previamente, el motivo de conectar la
salida del gen estructural gfp con el exterior de la membrana es u´nicamente la
monitorizacio´n de la expresio´n gene´tica de e´ste.
El promotor pLuxRg de la figura 11.8 es un promotor inducible que actu´a como
un valor constante que se activa o desactiva dependiendo de la sen˜al que reciba de
la membrana. Sin embargo el disen˜o del gen estructural es bastante ma´s complejo y
requiere particular atencio´n.
En la figura 11.9 se detalla la secuencia de acciones que lleva al gen estructural
gfp a expresar su informacio´n lumı´nica. Primero, el RNA mensajero aplica una
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Figura 11.9: Detalle de la expresio´n ge´nica
ecuacio´n de Laplace al valor de salida del promotor. A continuacio´n, el valor dado
al RBS del gen amplifica o disminuye el valor de salida del RNA mensajero y, por
u´ltimo, se aplica otra ecuacio´n de Laplace correspondiente al valor de la variable
Kdeg Protein a la tasa de s´ıntesis gene´tica. Como salida de este proceso secuencial,
se obtiene la expresio´n del gen estructural.
La figura 11.10 muestra el esquema de bloques que simula la accio´n de la
bacteria servidora. Los bloques denominados Umbral de Membrana representan el
esquema de la figura 11.5 y los bloques denominados Operador simulan la accio´n
de los distintos operadores de los promotores h´ıbridos. Estos promotores tienen dos
operadores o lugares de unio´n diferenciados para las mole´culas inductoras y las
represoras. El estado de ambos operadores se combina para dar lugar al valor final
que saldra´ del promotor (potencia de transcripcio´n de e´ste).
De esta manera cada bloque Operador, detallado en la figura fig:hyboperator,
resta el valor de la sen˜al represora al valor de la inductora. Ya que la sen˜al represora
tiene que funcionar de manera estrictamente bloqueante se dobla su valor para
simular esta interaccio´n.
En el interior del bloque Operador se mantiene un control exhaustivo del valor
de la sen˜al final con la que el promotor debe transcribir el gen objetivo. As´ı, sera´ e´ste
siempre mayor o igual a 0 sin poder mantener un valor negativo.
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Figura 11.11: Simulacio´n de los operadores del promotor h´ıbrido.
11.4.2. Resultados
11.4.2.1. Simulacio´n de componentes
Cada componente del sistema, la bacteria servidora y las clientes, son simula-
das para comprender su comportamiento por separado antes de realizar las pruebas
globales del sistema.
Cuadro 11.3: Tabla de verdad de la bacteria servidora. S: variable binaria que indica si la
bacteria tiene salida o no.
AHLs AHLs’ AHLg AHLr S
0 0 0 0 0
0 1 1 0 1
1 0 0 1 1
1 1 0 0 0
La tabla 11.3 muestra el comportamiento de la bacteria servidora. Es impor-
tante hacer hincapie´ en el cuarto estado de la tabla, ya que e´ste guiara´ el comporta-
miento del sistema en buena medida. As´ı se observa que al recibir ambos est´ımulos
simulta´neamente la bacteria se bloquea gracias a las sen˜ales represoras y no produce
salida alguna. Hay que notar que el valor binario de cada variable hace referencia a
la superacio´n o no del umbral por parte de un determinado tipo de mole´culas.
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(a) (b)
Figura 11.12: Comportamiento de la bacteria servidora en funcio´n de las entradas. a)
produccio´n de AHLg. b) produccio´n de AHLr.
La figura 11.12 simula analo´gicamente (por solucio´n en lugar del cara´cter
digital estricto de la tabla de verdad) la actividad de la bacteria servidora. Se observa
que la salida esperada se obtiene cuando la mole´cula inductora se encuentra presente
y la represora es pra´cticamente nula.
Figura 11.13: Produccio´n total de la bacteria servidora sin distincio´n de la naturaleza de
las mole´culas de salida.
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La fuerte regulacio´n del promotor h´ıbrido se hace patente al incrementarse
el valor de la fuerza represora, en cuyo caso es indiferente la concentracio´n de las
mole´culas inductoras ya que el promotor se encuentra en estado de bloqueo. Esto
hace que la interferencia entre las dos salidas de la bacteria servidora se reduzca al
mı´nimo y el ruido gene´tico sea as´ı controlado por este cruzamiento de fuerzas.
La figura 11.13 ilustra este comportamiento en una gra´fica que es la unio´n
de las dos gra´ficas de la figura 11.12. Se puede observar como la interseccio´n es
realmente mı´nima.
Con el fin de comparar el resultado de reduccio´n de ruido provocado por los
promotores h´ıbridos se realiza tambie´n una simulacio´n con un disen˜o alterado de la
bacteria servidora en el que se omiten las fuerzas represoras de las mole´culas Cl434
y lac y se sustituyen los promotores h´ıbridos por simples promotores inducibles. El
estado 1− 1 en la entrada de la bacteria servidora provoca entonces un 1− 1 en la
salida en diferencia al 0− 0 provocado en el disen˜o original.
Las gra´ficas de la figura 11.14 muestran el comportamiento de la bacteria con
la nueva programacio´n.
(a) (b)
Figura 11.14: Comportamiento de la bacteria servidora con programacio´n primaria en
funcio´n de las entradas. a) produccio´n de AHLg. b) produccio´n de AHLr
La unio´n de las funciones de salida de AHLr y AHLg para esta nueva confi-
guracio´n se muestra en la figura 11.15 donde se observa como la interferencia entre
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ambas sen˜ales es considerablemente extensa.
Figura 11.15: Produccio´n total de la bacteria servidora con programacio´n sencilla sin
distincio´n de la naturaleza de las mole´culas de salida.
La reduccio´n del ruido es por tanto uno de los grandes logros que el empleo
de promotores h´ıbridos consigue establecer en el disen˜o del biodispositivo oscilatorio
que ocupa el desarrollo de este cap´ıtulo.
Por u´ltimo, la figura 11.16 muestra el comportamiento de los clientes para
todos los posibles valores de entrada. Cabe destacar que, debido al disen˜o de su
estructura interna, la bacteria cliente verde muestra un comportamiento indiferente
a la cantidad de AHLr que haya en el entorno as´ı como ocurre de igual manera en
el caso de las bacterias clientes rojas y la concentracio´n de mole´culas AHLg.
11.4.2.2. Simulacio´n del sistema global
Cuatro simulaciones son llevadas a cabo en situaciones diferentes con el fin de
establecer conclusiones relevantes y realizar un estudio del comportamiento oscila-
torio en profundidad. Las simulaciones se pueden agrupar en dos subgrupos:
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(a) (b)
Figura 11.16: Clients behaviour. a) Green client. b) Red client.
• Simulaciones esta´ticas.
Se consideran aqu´ı las poblaciones bacterianas correspondientes a las tres cepas
como conjuntos finitos y fijos en el tiempo. Es decir, el nu´mero de agentes que
componen las cepas resulta invariable durante la simulacio´n. Se evalu´an dos
modelos esta´ticos:
. Disen˜o sin promotores h´ıbridos. Esta simulacio´n representa el disen˜o ma´s
intuitivo de la bacteria central en la que se omiten las fuerzas represoras de
las mole´culas CI434 y lac as´ı como se sustituyen los promotores h´ıbridos
por simples promotores inducibles.
. Disen˜o con promotores h´ıbridos. Esta simulacio´n representa el disen˜o e-
xacto de la figura 11.3 y que ya ha sido detallado en el apartado anterior.
La comparacio´n de los resultados obtenidos de la simulacio´n correspon-
diente al disen˜o sin promotores h´ıbridos con los de este modelo, permitira´n
evaluar la eficacia de estos promotores en cuanto a tareas de sincroniza-
cio´n y reduccio´n del ruido gene´tico.
• Simulaciones dina´micas.
Se considera aqu´ı la velocidad de crecimiento de las poblaciones celulares que
forman el biodispositivo. Las dos simulaciones dina´micas son llevadas a cabo
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con el modelo que incluye los promotores h´ıbridos. Estos dos casos son:
. Disen˜o con funcio´n de crecimiento comu´n.
Para el desarrollo de esta simulacio´n, se supone que las tres cepas que
componen el biodispositivo presentan exactamente el mismo crecimien-
to. E´ste es ascendente, estudia´ndose as´ı el comportamiento oscilatorio
cuando las cepas exceden un determinado taman˜o.
. Disen˜o con funcio´n de crecimiento condicionada.
Puesto que es pra´cticamente imposible encontrar en la naturaleza co-
munidades heteroge´neas de bacterias en las que las distintas especies se
comporten segu´n la misma funcio´n de crecimiento, en esta u´ltima simu-
lacio´n se utilizan distintas funciones para cada cepa. Estas funciones de
crecimiento no son independientes entre s´ı, sino que presentan una fuerte
dependencia simulando una situacio´n de competicio´n entre las tres co-
munidades. Se obtienen resultados del comortamiento oscilatorio cuando
una o ma´s cepas desaparecen.
Los resultados obtenidos de la simulacio´n correspondiente al disen˜o sin promo-
tores h´ıbridos pueden observarse en la gra´fica de la figura 11.17. Al no considerarse
funcio´n de crecimiento, se consideran las cepas como poblaciones constantes en el
tiempo. Al desaparecer en esta simulacio´n las fuerzas represoras sobre los promo-
tores h´ıbridos, convirtie´ndolos en promotores inducibles, se observa como el ruido
gene´tico estoca´stico en el interior de la bacteria central resulta un grave problema.
Las concentraciones inapropiadas de mole´culas inductoras convierten el proceso de
seleccio´n de umbral en una tarea realmente complicada.
Aunque el comportamiento oscilatorio de la comunidad se alcanza satisfacto-
riamente, tal y como se ve en la figura 11.17, la principal conclusio´n de esta primera
simulacio´n se centra en la viabilidad del disen˜o in-vivo.
Considerando que la concentracio´n mı´nima, c0, de mole´culas AHL que produce
una cepa de la poblacio´n es igual a 0 y la concentracio´n ma´xima, cm, es igual a 5 ten-
dremos concentraciones en un intervalo [0 · · · 5] variable en el tiempo para cada tipo
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Figura 11.17: Simulacio´n esta´tica sin promotores h´ıbridos. La oscilacio´n mide la concentra-
cio´n de las distintas mole´culas AHL en solucio´n: AHLr(×), AHLg(◦), AHLs’(•), AHLs(∗).
La fluorescencia verde coincide con la expresio´n de AHLs y la roja con AHLs’.
de mole´cula. En este escenario, el umbral disen˜ado en la membrana de cada bacteria
debe tener un valor perteneciente al intervalo [3, 2 · · · 3, 3] para la correcta ejecucio´n
del biodispositivo que, de otro modo, no alcanzara´ el comportamiento oscilatorio.
Este u´ltimo intervalo representa u´nicamente el 2 % del intervalo de salida de una
cepa, lo cual da una clara idea de lo preciso que debe ser el disen˜o del umbral en este
caso. Obviamente, esta precisio´n necesaria representa una importante desventaja a
la hora de protocolizar el disen˜o de la oscilacio´n in-vivo ya que la manipulacio´n de
seres vivos resulta frecuentemente en resultados inesperados y los para´metros del
disen˜o deben ser lo ma´s generalizables, maleables y permisibles posible.
Dicho problema es debido a que el ruido gene´tico en la bacteria central no
esta´ siendo controlado de ninguna forma. Para ello, se introducen los promotores
h´ıbridos y las fuerzas de represio´n provenientes de la expresio´n de las mole´culas
represoras por parte de los genes CI434 y lac, simulando as´ı el disen˜o detallado en
secciones previas. La figura 11.18 muestra la oscilacio´n resultante de esta segunda
simulacio´n.
Las diferencias que se observan en la figura 11.18 con respecto a la simulacio´n
anterior son muy leves y casi imperceptibles. Sin embargo, la importancia de e´sta
u´ltima radica en la eliminacio´n del ruido gene´tico que se hace notar a la hora de di-
Arquitecturas de Comunicaciones para la Computacio´n Algoritmica en Poblaciones de Bacterias Multi-Cepa
11. Disen˜o de un oscilador gene´tico 163
Figura 11.18: Simulacio´n esta´tica con promotores h´ıbridos y umbral alto. La oscilacio´n
mide la concentracio´n de las distintas mole´culas AHL en solucio´n: AHLr(×), AHLg(◦),
AHLs’(•), AHLs(∗). La fluorescencia verde coincide con la expresio´n de AHLs y la roja
con AHLs’.
sen˜ar los umbrales de oscilacio´n. En esta ocasio´n, el umbral disen˜ado en la membrana
de cada ce´lula debe tener un valor perteneciente al intervalo [' 0, 1 · · · 3, 1].
Considerando nuevamente un valor ma´ximo de 5 para representar la salida
total producida por una cepa, e´ste intervalo representa el 60 % del rango de salida.
Esto significa que la regulacio´n producida por las fuerzas represoras sobre los promo-
tores h´ıbridos permite ampliar considerablemente el margen de error en el disen˜o del
umbral, otorgando una mayor viabilidad al modelo. As´ı, cuanto mayor sea el ma´rgen
de configuracio´n de los distintos componentes del sistema, mayor sera´ tambie´n la
plausibilidad de e´ste.
Debido al gran espacio de definicio´n de umbral en la membrana, se producen
resultados distintos en la simulacio´n dependiendo de el valor de e´ste. As´ı la figura
11.19 muestra la simulacio´n en situacio´n de bajo umbral. Como puede observarse la
oscilacio´n se consigue aunque la frecuencia disminuye considerablemente.
Esto es debido a la superacio´n simulta´nea de los umbrales de las mole´culas de
sincronizacio´n (s y s′) en las bacterias servidoras. Debido a su programacio´n, este
estado provoca la espera del sistema hasta que una de las dos sen˜ales baje y el ciclo
de oscilacio´n vuelva a comenzar.
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Figura 11.19: Simulacio´n esta´tica con promotores h´ıbridos y umbral bajo. La oscilacio´n
mide la concentracio´n de las distintas mole´culas AHL en solucio´n: AHLr(×), AHLg(◦),
AHLs’(•), AHLs(∗). La fluorescencia verde coincide con la expresio´n de AHLs y la roja
con AHLs’.
Una vez estudiado el disen˜o del biodispositivo considerando poblaciones esta´ti-
cas de bacterias y habiendo extra´ıdo resultados positivos de la utilizacio´n de los pro-
motores h´ıbridos, se pasa a comprobar el funcionamiento del oscilador en situaciones
ma´s realistas de comunidades dina´micas.
El crecimiento de poblaciones bacterianas hace referencia a un proceso por
el cual se realiza un incremento ordenado de estructuras y componentes celulares.
Siendo e´ste un tema extenso y complejo, se describen a continuacio´n las principales
caracter´ısticas de este crecimiento 18 para finalizar el cap´ıtulo con las dos u´ltimas
simulaciones.
Son muchos los factores que determinan la funcio´n de crecimiento de una
especie bacteriana por lo que habitualmente resulta complicado extraer ecuaciones
precisas que muestren un comportamiento realista para un determinado instante.
As´ı, el crecimiento depende en u´ltima instancia de la habilidad de la ce´lula para
crear nuevos componentes sirvie´ndose de los nutrientes que encuentre disponibles en
18Para ma´s informacio´n, visitar el Todar’s Online Textbook of Bacteriology en la web
http://www.textbookofbacteriology.net donde se puede encontrar informacio´n detallada sobre las
bacterias y su ciclo de vida.
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su entorno. En la mayor´ıa de las bacterias, el crecimiento implica el aumento de la
masa celular y del nu´mero de ribosomas, la duplicacio´n del cromosoma bacteriano,
la s´ıntesis de una nueva membrana y plasma celular, divisio´n celular, etc., en lo
que resulta un proceso de reproduccio´n llamado fisio´n binaria. En este proceso, el
intervalo de tiempo requerido para la divisio´n de una bacteria o el intervalo de tiempo
requerido para la duplicacio´n de una poblacio´n se llama tiempo de generacio´n.
Como veremos a continuacio´n, los tiempos de generacio´n de las distintas espe-
cies en la naturaleza oscilan entre pocos minutos y varios d´ıas dependiendo no so´lo
de la especie sino tambie´n de las condiciones espec´ıficas. En el caso de seres uni-
celulares como las bacterias, el crecimiento celular de una poblacio´n puede medirse
con dos para´metros: la masa celular y el nu´mero de ce´lulas. En lo que concierne a la
simulacio´n del biodispositivo disen˜ado en este cap´ıtulo so´lo se ha tenido en cuenta el
nu´mero de bacterias en la poblacio´n, siendo el primer para´metro de escasa relevancia
en este ejemplo.
El crecimiento bacteriano no responde a una funcio´n estrictamente creciente,
sino que viene definido por una curva semejante a la campana de Gauss. La definicio´n
anterior de tiempo de generacio´n hace referencia a una fase de la curva denominada
fase de crecimiento exponencial, durante la cual la poblacio´n se duplica a interva-
los relativamente uniformes siguiendo la progresio´n geome´trica {1, 2, 4, 8, 16, · · · } o,
representado de otra forma, {20, 21, 22, 23, · · · , 2n} donde n es el nu´mero de genera-
ciones. Para la duplicacio´n exacta de la poblacio´n durante esta fase del ciclo de vida
bacteriano se suponen condiciones o´ptimas.
Casi siempre se reconocen las mismas cuatro fases en la curva de crecimiento
de una poblacio´n bacteriana cultivada en un sistema cerrado:
• Fase inicial.
Esta fase ocurre inmediatamente despue´s de la introduccio´n de las bacterias
en el medio nutriente y, durante su desarrollo, la poblacio´n presenta un cre-
cimiento pra´cticamente nulo. Esto se debe a que las ce´lulas durante esta fase
realizan tareas de adaptacio´n al nuevo medio tales como aumentar en taman˜o,
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sintetizar encimas, incrementar la actividad metabo´lica, etc. La dificultad de
estas u´ltimas tareas determinara´ la duracio´n de la fase inicial.
• Fase exponencial.
Esta es la fase a la que se hac´ıa referencia anteriormente y en la que la divi-
sio´n celular alcanza su ma´xima actividad siguiendo progresiones geome´tricas
exponenciales. El periodo de duplicacio´n o tiempo de generacio´n bacteriana
depende, entre otros factores, de la composicio´n del medio nutriente y las
condiciones de incubacio´n de la poblacio´n.
• Fase estacional.
En esta fase la curva vuelve a presentar un crecimiento nulo ya que la fase
anterior no puede continuar indefinidamente. Esto puede ser debido a dos
factores: 1) El nu´mero tan elevado de bacterias en el medio nutriente hace que
se agoten ra´pidamente los recursos de e´ste para mantener ma´s seres vivos. 2)
El espacio del medio de cultivo (placa de petri, tubo de ensayo, etc.) ya no
puede dar cabida a ma´s bacterias. Cualquiera de los dos factores anteriores
provoca un estancamiento del nu´mero de agentes en la poblacio´n.
• Fase de muerte.
Cuando la fase estacional continu´a, se alcanza la u´ltima fase en el ciclo de vida
de las bacterias. Durante esta fase la poblacio´n de ce´lulas decrece geome´trica-
mente siguiendo aproximadamente el proceso inverso a la fase exponencial.
Los tiempos de generacio´n de algunas especies bacterianas pueden leerse en la
tabla 11.4. Como ya se ha dicho, el tiempo de generacio´n es muy variable dependien-
do de las condiciones de cultivo incluso en la misma especie. Por ejemplo, el tiempo
de generacio´n de la bacteria E. coli en laboratorio es de 15-20 minutos mientras que
la misma bacteria situada en el tracto intestinal muestra un tiempo de generacio´n
de entre 12 y 24 horas.
Para probar el comportamiento oscilatorio en una poblacio´n con crecimiento
real, hay que modelar la curva de crecimiento bacteriano [Put84] en la correspondien-
Arquitecturas de Comunicaciones para la Computacio´n Algoritmica en Poblaciones de Bacterias Multi-Cepa
11. Disen˜o de un oscilador gene´tico 167
Cuadro 11.4: Tiempos de generacio´n en diferentes especies de bacterias bajo condiciones
de cultivo o´ptimas.
Especie Medio nutriente Tiempo de generacio´n (min.)
Escherichia coli Glucosa-sales 17
Bacillus megaterium Sacarosa-sales 25
Streptococcus lactis Leche 26
Streptococcus lactis Lactosa 48
Staphylococcus aureus Heart infusion broth 27-30
Lactobacillus acidophilus Leche 66-87
Rhizobium japonicum Mannitol-sales 344-461
Mycobacterium tuberculosis Sinte´tico 792-932
Treponema pallidum Rabbit testes 1980
te ecuacio´n matema´tica de crecimiento. Teniendo en cuenta la progresio´n geome´trica
de divisio´n celular, podr´ıamos enunciar la ecuacio´n de crecimiento de la poblacio´n
de la siguiente forma:
dN
dt
= r •N (11.7)
donde N es el nu´mero de individuos que forman la poblacio´n a estudio, t el tiempo
y r la tasa intr´ınseca de incremento natural. El para´metro r se obtiene de restar la
tasa de muerte celular a la tasa de nacimiento.
Como resultado de la ecuacio´n 11.7 se obtiene una gra´fica exponencial sin un
fin definido, lo cual no representa el crecimiento de una poblacio´n en cultivo cerrado.
Obviamente, la poblacio´n no podra´ expandirse para siempre y existira´ un l´ımite al
nu´mero de individuos que la comunidad puede albergar. Ese l´ımite es conocido
como capacidad de almacenamiento. El comportamiento que, as´ı, deriva en la fase
estacional del ciclo de vida poblacional se consigue an˜adiendo el siguiente te´rmino
a la ecuacio´n 11.7: (
1− N
k
)
(11.8)
donde k es la capacidad de almacenamiento.
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Es importante hacer hincapie´ en la relacio´n entre los para´metros k y N ya
que son e´stos los que marcara´n los ciclos de vida poblacionales. As´ı cuando N << k
la comunidad de bacterias se dirige hacia la fase exponencial, mientras que en el
caso de ser N = k se elimina la posibilidad de futuros crecimientos y la u´ltima fase
empieza a ejecutarse.
Uniendo las ecuaciones 11.7 y 11.8 para formar la ecuacio´n de crecimiento
definitiva se obtiene:
dN
dt
= r •N •
(
1− N
k
)
(11.9)
En contraposicio´n a las dos primeras simulaciones, que se llevaron a cabo
durante la fase inicial del ciclo de vida bacteriano en el que el crecimiento es nulo19,
en la tercera simulacio´n se estudia el comportamiento oscilatorio durante la fase
exponencial con una particularidad: todas las cepas presentan exactamente la misma
funcio´n de crecimiento.
Para obtener una curva parcial de crecimiento (se desea probar el oscilador
en fase de crecimiento) se desarrolla una ecuacio´n diferencial que de respuesta a un
simple modelo de crecimiento bacteriano. Se mantiene el cara´cter atemporal del eje
de abscisas y que el objetivo de esta simulacio´n es la comprensio´n del mecanismo en
detrimento de las mediciones temporales referidas a una especie bacteriana concreta
en una situacio´n espec´ıfica. Se considera proporcional el incremento del nu´mero de
bacterias que nacen con respecto a las bacterias existentes y el nu´mero de bacterias
que mueren proporcional al nu´mero de bacterias existentes al cuadrado:
dx
dt
= bx− px2 (11.10)
donde x es el nu´mero de bacterias existentes en la poblacio´n, bx el crecimiento de
nacimientos, px2 el crecimiento de muertes y las constantes b y p hacen referencia a
la relacio´n de bacterias por hora, siendo 1 y 0,5 respectivamente.
19Aunque en estas primeras simulaciones no se considera el crecimiento bacteriano, se continu´a
simulando la realidad y no un caso imaginario. Estas simulaciones corresponder´ıan, por tanto, a
cualquiera de las dos fases estacionarias del ciclo de vida de las bacterias cultivadas en un medio
cerrado.
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El diagrama de Simulink que refleja el comportamiento de la ecuacio´n 11.10
se puede observar en la figura 11.20.
Figura 11.20: Bloque para simular de forma parcial la fase exponencial del ciclo de vi-
da bacteriano. El nu´mero inicial de bacterias en la poblacio´n se especifica en el bloque
integrator.
La figura 11.21 muestra la simulacio´n del oscilador en situacio´n de crecimien-
to. Se observa co´mo los niveles moleculares son cada vez mayores al aumentar la
poblacio´n celular. Debido al proceder del servidor en aquel estado en el que am-
bos umbrales se superan simulta´neamente, el comportamiento oscilatorio no se ve
afectado por el crecimiento. Este hecho prueba una caracter´ıstica fundamental del
biodispositivo: la resistencia al crecimiento celular y consecuente robustez en el di-
sen˜o. Se estudian a continuacio´n los resultados obtenidos al no utilizar las fuerzas
represoras.
Los resultados derivados de la simulacio´n mostrada en la figura 11.22 corres-
ponden a una simulacio´n del oscilador en situacio´n de crecimiento y con el disen˜o
primario (sin promotores h´ıbridos) en la bacteria servidora. E´stos concluyen que
existe un determinado momento durante la fase exponencial del ciclo de vida en el
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Figura 11.21: Simulacio´n dina´mica con funcio´n de crecimiento comu´n. Disen˜o original con
promotores h´ıbridos. La oscilacio´n mide la concentracio´n de las distintas mole´culas AHL
en solucio´n: AHLr(×), AHLg(◦), AHLs’(•), AHLs(∗). La fluorescencia verde coincide con
la expresio´n de AHLs y la roja con AHLs’.
Figura 11.22: Simulacio´n dina´mica con funcio´n de crecimiento comu´n. Disen˜o primario sin
promotores h´ıbridos. La oscilacio´n mide la concentracio´n de las distintas mole´culas AHL
en solucio´n: AHLr(×), AHLg(◦), AHLs’(•), AHLs(∗). La fluorescencia verde coincide con
la expresio´n de AHLs y la roja con AHLs’.
que las mole´culas de AHL necesarias para la correcta sincronizacio´n son tan nume-
rosas, debido al aumento de su produccio´n proporcional al aumento de bacterias,
que se produce una sobrecarga en el biodispositivo.
Efectivamente, al haber un nu´mero exponencial de mole´culas AHL no hay
tiempo a que estas desaparezcan a tiempo y se acumulara´n en el medio nutriente.
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Como resultado los umbrales de todas las ce´lulas se encuentran excedidos constante-
mente y, debido a la actividad de la bacteria servidora sin fuerzas represoras, ambas
luces se expresan permanentemente.
La figura 11.22 ilustra el comportamiento oscilatorio durante esta fase hasta
la sobrecarga y desbordamiento de los umbrales. A diferencia del modelo original, la
falta de utilizacio´n de sen˜ales represoras lleva a la terminacio´n del comportamiento
oscilatorio.
Una interesante simulacio´n del modelo original se observa en la figura 11.23
en la que se ha modificado la tasa de degradacio´n, hasta ahora igual al resto, de las
mole´culas AHLs’.
Figura 11.23: Simulacio´n del sistema original con degradacio´n lenta de mole´culas AHLs’.
La oscilacio´n mide la concentracio´n de las distintas mole´culas AHL en solucio´n: AHLr(×),
AHLg(◦), AHLs’(•), AHLs(∗). La fluorescencia verde coincide con la expresio´n de AHLs
y la roja con AHLs’.
Se prueba as´ı nuevamente la robustez en el disen˜o ya que la oscilacio´n no
termina sino que se altera y se adapta el patro´n lumı´nico de la oscilacio´n. Si antes
suced´ıa la fluorescencia verde a cada roja, ahora suceden cuatro ciclos de oscilacio´n
verde a cada evento fluorescente rojo.
La u´ltima simulacio´n a realizar, prueba el comportamiento oscilatorio en una
situacio´n de competicio´n entre las bacterias de la comunidad heteroge´nea. Es e´ste
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un escenario ma´s realista al modelar las interacciones entre cepas de manera que
cada una seguira´ su propia funcio´n de crecimiento dependiendo de lo que hagan las
dema´s cepas en un momento determinado. La competicio´n intercelular se produce
como consecuencia de estar las bacterias obligadas a compartir los recursos de un
espacio cerrado y limitado. Surge entonces una lucha por los nutrientes y el espacio
que deriva en la regulacio´n de poblaciones, la extincio´n de cepas e incluso la creacio´n
de nuevas especies bacterianas que respondan a las nuevas necesidades del medio.
Para simular esta competicio´n, hay que an˜adir a la ecuacio´n de crecimiento de
una cepa 11.9 un nuevo te´rmino que haga referencia a los efectos de la competicio´n
de otra especie. Si existen dos especies (o cepas) en el mismo recipiente, el nuevo
te´rmino a an˜adir en la ecuacio´n de la especie 1 ha de tener como caracter´ısticas: 1)
ser un te´rmino negativo; 2) incluir la capacidad de almacenamiento de la especie 1;
3) incluir el coeficiente de competicio´n α1,2.
La ecuacio´n se convierte en:
dN1
dt
= r1 •N1 •
(
1− N1
k1
)
− r1 •N1 •
(
α1,2 • N2
k1
)
(11.11)
donde el binomio r1 •N1 representa el crecimiento geome´trico, el primer pare´ntesis
los efectos de la especie 1 sobre s´ı misma y el segundo pare´ntesis los efectos de la
especie 2 sobre la especie 1.
Si ampliamos las cepas en convivencia a tres, la ecuacio´n resulta:
dN2
dt
= r2 •N2 •
(
1− N2
k2
− α2,1 • N1
k2
− α2,3 • N3
k2
)
(11.12)
Los signos negativos de la ecuacio´n 11.12 indican la situacio´n de competicio´n.
No obstante, se puede alterar la relacio´n entre las cepas y modificar la naturaleza de
esta interaccio´n cambiando los signos de la siguiente manera: competicio´n (−,−);
parasitismo (−,+); o simbiosis (+,+). En la ejecucio´n de la u´ltima simulacio´n se
mantienen los signos negativos de la ecuacio´n 11.12 cuyo modelado en Simulink se
ilustra en la figura 11.24.
La figura 11.24b representa la ecuacio´n en la cepa de fluorescencia roja, la cual
se diferencia de las dema´s u´nicamente en el valor de las constantes. Para la simu-
lacio´n, estos valores han sido definidos de manera que se consiga una competicio´n
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Figura 11.24: Funcio´n de crecimiento condicionada
excesiva entre las cepas con el fin de exagerar el escenario y probar el oscilador en
condiciones extremas. En la figura 11.24a se observan las relaciones de competicio´n
entre el servidor y los clientes del biodispositivo que dan lugar a la gra´fica 11.25a en
la que dos cepas acaban por desaparecer en espacio dedicado al cultivo de las cepas.
Contemplando el gra´fico 11.25 correspondiente al comportamiento oscilatorio
en esta u´ltima simulacio´n, se observa co´mo el mecanismo acaba por apagarse y
dejar de funcionar. Esto es debido a que una o ma´s cepas decrecen excesivamente en
nu´mero de ce´lulas y, como resultado, no se producen las mole´culas AHL necesarias
para el correcto funcionamiento de la oscilacio´n.
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(a)
(b)
Figura 11.25: Simulacio´n dina´mica en situacio´n de competicio´n. a) Competicio´n de las
tres cepas. b) Oscilacio´n resultante. La oscilacio´n mide la concentracio´n de las distintas
mole´culas AHL en solucio´n: AHLr(×), AHLg(◦), AHLs’(•), AHLs(∗). La fluorescencia
verde coincide con la expresio´n de AHLs y la roja con AHLs’.
11.4.3. Discusion
Antes de mencionar las principales lineas de investigacio´n futuras derivadas de
este disen˜o, cabe destacar un factor relevante a la viabilidad de, no solo este u´ltimo,
sino los dos u´ltimos desarrollos. El hecho de disen˜ar cada bacteria de tal forma que la
totalidad de la informacio´n gene´tica que gu´ıa el comportamiento de e´stas se pueda
codificar en el cromosoma bacteriano en forma de instrucciones computacionales,
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hace innecesario el uso de vectores o pla´smidos en la comunidad heteroge´nea.
Al no usar los procesos caracter´ısticos de la transferencia horizontal de infor-
macio´n gene´tica, se reduce considerablemente la carga de proceso de la bacteria y
su presio´n metabo´lica. Esto hace que se pueda apartar ese mecanismo del disen˜o de
las ce´lulas mı´nimas que lleven a cabo mecanismos de este estilo, con la consiguiente
reduccio´n de complejidad.
Como lineas futuras de investigacio´n que se concluyen de este cap´ıtulo, desta-
can:
• Afrontar el crecimiento bacteriano y las relaciones entre cepas como compor-
tamientos a controlar, siendo estos la barrera a superar con el fin de disen˜ar
dispositivos multicelulares robustos basados en la cooperacio´n multi-cepa.
El crecimiento representa a los dispositivos celulares lo que el ruido gene´tico
intr´ınseco representa a los dispositivos unicelulares y las relaciones de compe-
ticio´n, parasitismo o simbiosis pueden desembocar en situaciones impredeci-
bles en el biodispositivo sinte´tico disen˜ado. Es importante notar que no so´lo
es conveniente controlar las situaciones anteriores para que no se produzcan,
tambie´n puede ser ventajoso sacar partido de ellas provocando su aparicio´n en
momentos determinados de la computacio´n.
El desarrollo de ce´lulas sinte´ticas, capaces de aprovechar todo el rango de
relaciones entre cepas aplicadas a alcanzar objetivos concretos, abre las puertas
a un campo de investigacio´n con un potencial inmenso.
• La utilizacio´n de promotores h´ıbridos sinte´ticos es una herramienta muy poten-
te para el modelado de estos computadores bacterianos. Hasta no hace mucho
tiempo y salvo alguna excepcio´n aislada, los disen˜os de circuitos sinte´ticos han
utilizado u´nicamente para su desarrollo promotores constitutivos, inducibles o
represibles.
Sin embargo, las modificaciones de las regiones del ADN que codifican los
promotores en bu´squeda de distintas funcionalidades en la eficiencia de la
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transcripcio´n, an˜aden caracter´ısticas espec´ıficas muy u´tiles a estos elementos
clave de la ingenier´ıa molecular. En el disen˜o del oscilador aqu´ı propuesto
se observa co´mo los promotores h´ıbridos pueden desempen˜ar tareas que deri-
ven en ventajas a priori desconocidas como la flexibilidad en el disen˜o de los
umbrales de sen˜alizacio´n.
• La bu´squeda de disen˜os que apliquen la funcionalidad de un oscilador gene´tico
puede ser la conclusio´n o linea de investigacio´n futura ma´s relevante no so´lo
de este trabajo sino de todos los desarrollos de osciladores que en los u´ltimos
an˜os se han publicado.
Al emular las caracter´ısticas de la computacio´n tradicional, la sen˜al de reloj
oscilatoria que se consigue en la comunidad heteroge´nea de bacterias sirve
como sen˜al de sincronizacio´n y coordinacio´n de los procesos que en ella ocu-
rren. Debido al cara´cter altamente difuso de los procesos moleculares no es
posible asignar per´ıodos de tiempo constantes entre procesos. Es decir, no se
puede afirmar que entre dos respuestas celulares espec´ıficas transcurre siempre
x tiempo ya que las bacterias son seres vivos que, salvo coincidencia, no realizan
una funcio´n dos veces a la misma velocidad.
Es por esto que el oscilador gene´tico se basa en otra escala de medida s´ıncrona
y atemporal de manera que se pueda medir el intervalo entre las dos respuestas
celulares en ciclos de oscilacio´n.
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Conclusiones
La computacio´n con bacterias esta´ au´n en su infancia y los desarrollos especifi-
cados es esta Tesis Doctoral ofrecen, adema´s de importantes propuestas y algoritmos,
varias lineas de investigacio´n a explorar. La ma´s importante de ellas es, de manera
obvia, la sincronizacio´n de cepas bacterianas para la cooperacio´n de funcionalidades
diversas en un u´nico comportamiento emergente.
En la Naturaleza se pueden encontrar biofilms o comunidades de bacterias en
los que cientos de especies distintas consiguen colaborar para lograr la estabilidad
y robustez de su poblacio´n. Sin embargo, au´n resulta muy complicado cultivar en
laboratorio cepas diferentes de la misma especie en una misma comunidad sin que la
convivencia resulte inestable y peligrosa para la funcio´n de alguna de ellas. Es para
dar respuesta a este problema que la presente Tesis centra sus desarrollos en el disen˜o
de arquitecturas de comunicaciones para comunidades de bacterias multi-cepa.
La comunidad heteroge´nea disen˜ada en el cap´ıtulo 9 resuelve un problema
complejo utilizando la conjugacio´n bacteriana como protocolo de comunicaciones
fundamental. La idea de diferenciar las instrucciones computacionales almacenadas
en el cromosoma bacteriano -en analog´ıa a las instrucciones ensamblador almace-
nadas en memoria- y los conjuntos de datos almacenados en vectores plasmı´dicos
representa un interesante enfoque del empleo de la informacio´n codificada gene´tica-
mente.
Los desarrollos de los cap´ıtulos 10 y 11 parten tambie´n del objetivo de con-
seguir un comportamiento emergente de la mezcla de varias cepas funcionalmente
diferentes en una misma comunidad, diferencia´ndose del anterior en el protocolo
de comunicaciones empleado. El quorum sensing sirve aqu´ı como mecanismo fun-
damental para alcanzar el comportamiento esperado: un circuito lo´gico XOR y un
oscilador poblacional respectivamente. De este u´ltimo cabe destacar el empleo de
promotores h´ıbridos como fuente de robustez y medio para la reduccio´n del ruido
gene´tico generado en el oscilador.
De los tres ejemplos anteriores se enfatiza, aparte del cara´cter auto´nomo de
179
la computacio´n, la metodolog´ıa seguida en el disen˜o de cada bacteria o componente
de los desarrollos: la independencia total en el funcionamiento del componente. Es
decir, una bacteria es disen˜ada para llevar a cabo una funcio´n espec´ıfica por si sola
sin la necesidad del sistema completo, potencia´ndose as´ı el cara´cter de reutilizacio´n
de los componentes. De esta manera la cepa AND perteneciente al biocircuito XOR
del cap´ıtulo 10 puede utilizarse en la construccio´n de otro dispositivo, as´ı como la
bacteria servidora del oscilador del cap´ıtulo 11 puede ser de u´til empleo en otro
disen˜o que nada tenga que ver con el oscilador.
Esta Tesis, lejos de representar el fin de una linea de investigacio´n espec´ıfica,
significa un paso ma´s en el comienzo de una ciencia interdisciplinar que sin duda
emergera´ con fuerza durante la primera mitad del siglo XXI. Como tal, las conclusio-
nes de este trabajo apuntan direcciones concretas como la creacio´n de dispositivos
multicelulares con rudimentarios mecanismos de toma de decisiones. La bacteria
servidora del oscilador poblacional ya cuenta con la capacidad ba´sica de diferenciar
varios estados en la entrada y actuar en consecuencia pero no supedita su actividad
a las necesidades del biodispositivo global, lo cual supondr´ıa una toma importante
de decisiones y probar´ıa la posibilidad de programar en bacterias comportamientos
hasta ahora restringidos a formas de vida superior.
Las propuestas de codificacio´n de la informacio´n presentadas en los cap´ıtulos 3
y 5 ofrecen tambie´n lineas futuras de investigacio´n en lo referente a lo que podr´ıamos
llamar programacio´n a bajo nivel e importantes conclusiones en cuanto a la potencia
del uso de la informacio´n. Destaca en este apartado la propuesta de lectura analo´gica
en la salida de los algoritmos in-vivo la cual presenta un importante campo de
aplicacio´n en la construccio´n de biosensores.
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Conclusions
Bacterial computing is an emerging research area which is still in its infancy.
The developments specified in the present Thesis suggest, apart from original algo-
rithms, some open questions or future research lines. The most important of them,
as introduced by the models proposed, is the synchronisation of bacterial strains
with different functionality in order to achieve populations with a unique behaviour.
In nature there are biofilms or bacterial populations in which hundreds of bac-
terial species constitute a robust and stable community by improving their coope-
rative skills. However, it is still difficult to cultivate engineered strains in artificial
mediums without making the coexistence being dangerous or unstable for the dif-
ferent cells. In order to come up with solutions to tackle that problem, the present
Thesis focuses its developments in the design of communication architectures for
multi-strain bacterial communities based on an analogy with computational objec-
tives and methods.
The heterogeneous community designed in chapter 9 can solve a typical com-
binatorial problem (SAT) by using bacterial conjugation as the basic communica-
tion protocol. The idea of drawing a distinction between computational instructions
which are stored in the chromosome of the cells -in a clear reference to the memory
of a processor- and the data sets stored in plasmid vectors so that they can tra-
vel from one processor to another, represents an interesting approach to the use of
genetically encoded information.
The developments shown in chapters 10 and 11 also aim at building a biosys-
tem formed from different functional bacterial strains where a unique emerging beha-
viour is achieved. The main difference between these ones and the SAT-solver com-
munity is that the communication protocol used is the quorum sensing mechanism
which is altered here to reach the final expected functionality: a XOR logic circuit
and a population-based oscillator respectively. From the latest it is significant to
highlight the utilisation of specific building blocks called hybrid promoters in order
to reduce the genetic noise in oscillation cycles and help the robustness of the model.
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From the three previous models it is emphasised, apart from the autonomous
behaviour of the computations (no human assistance), the methodology used to
design each bacterium or functional component: the self-sufficient function of every
part. That is to say, bacteria are designed to perform a specific role by itself without
the need of being part of a machine so that the reusability feature of the parts
is accentuated. For instance, the AND strain belonging to the XOR biocircuit of
chapter 10 can be used in the construction of another logic circuit and the server
bacteria integrated in the oscillator of chapter 11 can be useful in other biosystems
whose objective is completely different.
This Thesis, far from representing the end of a specific research line, repre-
sents a significant contribution to the beginnings of an interdisciplinary field whose
importance increases exponentially every year. The conclusions of this work point at
specific directions for future research like the model of biosystems with rudimentary
decision making processes. The server bacteria of the population-based oscillator
already owns a basic capacity to distinguish several states in its input and decide
which action to perform but it doesn’t subordinate that action to the necessities
of the population which would indicate an important decision making feature and
could corroborate the possibility to program bacteria with behaviours restricted to
more complex living beings.
The proposals referred to information encoding presented in chapters 3 y 5 also
offer future research lines in what could be denoted as low level programming and
important conclusions alluding the use of information. About this part of the Thesis
is highlighted the proposition of analogue reading in bacterial output responses
because it represents a relevant paradigm whose methodology can be applicable in
building biosensors with a wider range of expression.
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